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FSC Fourierova lupinska korelacija (angl. Fourier shell correlation) 
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PPV virus šarke (angl. plum pox virus) 
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PVA virus A krompirja (angl. potato virus A) 
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SuCMoV virus klorotične lisavosti sončnice (angl. sunflower chlorotic mottle virus) 
TEV virus razjed tobaka (angl. tobacco etch virus) 
TMV virus mozaika tobaka (angl. tobacco mosaic virus) 
TuMV virus mozaika repe (angl. turnip mosaic virus) 
WMV virus mozaika lubenice (angl. watermelon mosaic virus) 
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Povzetek 
 
Krompirjev virus Y (PVY) je eden najnevarnejših rastlinskih virusov in obenem 
najbolj pomemben virusni patogen krompirja. Virus povzroči ogromno škode na 
kmetijskih pridelkih, najbolj nevaren pa je različek PVYNTN, ki povzroča bolezen 
obročkaste nekroze gomoljev.  
PVY virioni so okrog 740 nm dolgi fleksibilni delci, sestavljeni iz okoli 2000 kopij 
plaščnega proteina (CP) ter virusne RNA. Heterologno izražanje CP-ja v 
bakterijskih celicah vodi v produkcijo virusu podobnih delcev (VLP), ki so 
sestavljeni le iz CP-jev v odsotnosti virusne RNA. Natančna zgradba fleksibilnih 
filamentoznih virusov do pred kratkim ni bila poznana, sedaj pa je razvoj 
krio-elektronske mikroskopije (krio-EM) omogočil določevanje zgradbe tudi tem 
virusom. Tekom doktorske naloge smo s krio-EM določili prostorsko zgradbo 
viriona PVYNTN z ločljivostjo 3,4 Å ter virusu podobnega delca z ločljivostjo 4,1 Å.  
CPPVY je sestavljen iz osrednje globularne regije ter iztegnjenih N- in C-končnih 
regij, ki mu omogočata prilagajanje zgradbe različnim vezavnim partnerjem ter 
sestavljanje v filament z edinstveno arhitekturo. CPPVY se namreč ob prisotnosti 
virusne RNA sestavijo okoli RNA v obliki vijačnice, medtem ko se v odsotnosti 
virusne RNA CP-ji med seboj povežejo v oktamerne obroče, le-ti pa se naložijo v 
dolge VLP-filamente. Vlogo iztegnjenih N- in C-končnih regij pri sestavljanju 
VLP-jev ter infektivnosti virusa smo preučevali z delecijskimi mutacijami 
plaščnega proteina v VLP-ju in virusu. Z biokemijsko in biofizikalno karakterizacijo 
smo pokazali, da je N-končna regija nujno potrebna za sestavljanje CP-jev v 
VLP-je, medtem ko delecija C-končne regije nima negativnega vpliva na 
sestavljanje. Po drugi strani pa smo z in planta poizkusi pokazali, da sta obe regiji 
ključni za infektivnost virusa. Virus z delecijo N-končnih 50 aminokislinskih 
ostankov na CP-ju (∆N50-CP) je zmožen šibkega pomnoževanja RNA, vendar je 
njegovo širjenje po rastlini onemogočeno, medtem ko sta C-končni deleciji 40 oz. 
60 aminokislinskih ostankov na CP-ju (∆C40-CP in ∆C60-CP) virusu preprečili že 
pomnoževanje virusne RNA. V nasprotju z ∆N mutantom, smo pri ∆C mutantih v 
homogenatu listov okužene rastline opazili VLP-jem podobne delce. 
Poznavanje tridimenzionalne zgradbe PVY-a ter pripadajočih VLP-jev predstavlja 
ključno osnovo za nadaljnji razvoj preventivnih strategij za zaščito rastlin in 
nanobiotehnoloških aplikacij na podlagi VLPPVY. 
 
Ključne besede: virus Y krompirja, virusom podobni delci, krio-elektronska 
mikroskopija, analiza posameznega delca, helična rekonstrukcija, nanobiotehnologija  
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Summary 
 
Potato virus Y (PVY) is economically one of the most important plant viruses and the 
most important viral pathogen of potato. Virus can cause enormous damage to 
growing crops, with the PVYNTN strain being the most harmful as it causes potato 
tuber necrotic ringspot disease. 
PVY virions are around 740 nm long flexible filaments, assembled from around 2000 
copies of the coat protein (CP) and viral RNA. The heterologous expression of CP in 
bacterial cells produces virus-like particles (VLP), which are assembled from the CPs 
in the absence of viral RNA. The detailed structure of flexible filamentous viruses 
was not known until recently, when the revolutionary advances in cryo-electron 
microscopy (cryo-EM) enabled determination of such viruses. During this research, 
we used cryo-EM to determine spatial structure of the PVY at 3,4 Å resolution and of 
the corresponding VLP at 4,1 Å resolution. 
CPPVY is comprised of three structural regions: the globular core domain and 
extended N- and C-terminal regions, which allow structural adaptations to different 
binding partners and assembly into the filaments with the unique architecture. 
Namely, CPPVY assemble in helical form around the viral RNA, while in the absence of 
the viral RNA, the CPs assemble into octameric rings that stack together into long 
VLP filaments. We analysed the role of N- and C-terminal regions in VLP assembly 
and viral infectivity by deletion mutations of CP in VLP and virus. The biochemical 
and biophysical characterization showed that the N-terminal region is crucial for VLP 
assembly, while deletion of the C-terminal region had no negative impact on 
filament assembly. On the other hand, the in planta experiments showed the 
importance of both regions for the infectivity of the virus. The virus with the 
deletion of 50 N-terminal amino acid residues on the CP (∆N50-CP) is capable of 
limited RNA replication but its movement is abolished. However, we showed that 
C-terminal deletions of 40 or 60 amino acid residues on the CP (∆C40-CP and 
∆C60-CP) basically completely hinder the viral RNA replication. In contrast to the ∆N 
mutant, we could observe some VLP-like particles in the homogenate of plant leaves 
infected with the cDNA of ∆C mutants. 
Determination of the 3D structures of PVY and corresponding VLPs is a crucial basis 
for the development of prevention strategies for plant protection and for the 
development of nanobiotechnological applications based on VLPPVY. 
 
Key words: potato virus Y, virus-like particles, cryo-electron microscopy, single 
particle analysis, helical reconstruction, nanobiotechnology 
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1 UVOD 
1.1 Krompirjev virus Y   
Krompirjev virus Y (PVY, angl. potato virus Y) je fleksibilni filamentozni virus iz 
rodu potivirusov in pripada največji družini rastlinskih RNA virusov, družini 
Potyviridae (Wylie idr., 2017). PVY je peti najpomembnejši rastlinski virus glede 
na ekonomski in znanstveni pomen (Scholthof idr., 2011), saj po celem svetu 
povzroča ogromno škode na kmetijskih pridelkih. Pridelava je ogrožena zaradi 
zmanjšanja količine pridelka, ki je lahko 40-70 %, ali zaradi zmanjšanja kvalitete 
pridelka, ki zaradi izraženih simptomov ni več primeren za prodajo (Karasev in 
Gray, 2013) (Slika 1). PVY največkrat okuži krompir, njegovi pogosti gostitelji pa 
so tudi paradižnik, paprika, tobak, dalije, petunije, volčje jabolko in druge 
rastline, največkrat iz družine razhudnikovk. 
 
 
Slika 1: Simptomi okužbe krompirja s PVY. Foto: arhiv NIB. 
 
PVY se pojavlja v obliki mnogih različkov, ki so se razvili z akumulacijo mutacij ter 
rekombinacijo virusne RNA (Karasev in Gray, 2013). PVY izolate lahko glede na 
preobčutljivostno reakcijo (PR), ki jo sprožijo v kultivarjih krompirja s specifičnimi 
geni N, ter odzivom v tobaku ločimo na različke PVYC, PVYO, PVYN, PVYZ in PVYE. 
Različki PVYC sprožijo PR v kultivarjih z genom Nctbr, medtem ko različki PVY
O 
sprožijo PR v kultivarjih z genom Nytbr. Različki PVY
N te reakcije v kultivarjih z 
genom Nctbr ali Nytbr ne sprožijo, povzročijo pa močne nekroze žil na tobaku, kjer  
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PVYC in PVYO povzročata le milejše simptome. Različki PVYZ ne sprožijo PR v 
kultivarjih z genom Nctbr ali Nytbr, pač pa jo sprožijo pri kultivarjih z genom Nztbr. 
Poleg tega se razlikujejo od različkov PVYN, saj v tobaku ne povzročijo nekroze žil. 
Različki PVYE, podobno kot PVYN, ne sprožijo PR na kultivarjih z geni Nctbr, Nytbr ali 
Nztbr, v nasprotju s PVY
N, pa ne povzročijo nekroze žil v tobaku (Karasev in Gray, 
2013). 
 
Od konca 80-ih let je napredek v metodah določanja nukleotidnega zaporedja 
omogočil karakterizacijo PVY-a na podlagi njegovega genoma. Izkazalo se je, da 
veliko PVY izolatov predstavlja rekombinacijo med različkoma PVYN in PVYO 
(Karasev in Gray, 2013) (Slika 2A). Izmed vseh je trenutno najbolj nevaren PVYNTN, 
ki povzroča bolezen obročkaste nekroze gomoljev (PTNRD, angl. potato tuber 
necrotic ringspot disease) in s tem močno poslabša kvaliteto pridelka (Kamangar 
idr., 2014; MacKenzie idr., 2018; Weilguny in Singh, 1998). Okužba s PVYNTN je 
pred leti močno prizadela tudi pridelovalce krompirja v Sloveniji. Takrat je bila 
slovenska sorta Igor najbolj priljubljena in razširjena sorta pri nas, s katero je bilo 
posejanih okoli 60 % krompirišč. Vendar pa je bila sorta izredno občutljiva na 
PVY, zato je bila po letu 1988 ob izbruhu okužb s PVYNTN umaknjena iz pridelave 
(Kus, 1994). 
 
Okrog 740 nm dolgi PVY virioni s premerom 12 nm so sestavljeni iz okoli 2000 
kopij 30-kDa plaščnega proteina (CP, angl. coat protein), ki je tudi edini strukturni 
protein virusa (Urcuqui-Inchima idr., 2001). CP-ji enkapsidirajo okoli 9,7 kb dolgo 
pozitivno smiselno enoverižno virusno RNA ((+)ssRNA, angl. positive-sense 
single-stranded RNA). Na 5' koncu virusne RNA (vRNA) se nahaja nekodirajoča 
regija 5'-UTR (angl. untranslated region), na katero je kovalentno vezan na 
genom vezani virusni protein (VPg, angl. viral genome-linked protein), na 3' 
koncu pa se 3'-UTR nekodirajoča regija zaključi s poli-A repom (Slika 2B). vRNA 
vsebuje zapis za 348 kDa dolg poliprotein (GenBank oznaka KM396648), ki ga 
virusne proteaze razcepijo na 10 zrelih virusnih proteinov: prvi protein (P1, angl. 
first protein), proteaza s pomožno komponento (HC-Pro, angl. helper component 
protein), tretji protein (P3, angl. third protein), prvi protein z velikostjo 6 kDa 
(6K1, angl. first 6 kDa protein), cilindričen vključitveni protein (CI, angl. cylindrical 
inclusion protein), drugi protein z velikostjo 6 kDa (6K2, angl. second 6 kDa 
protein), VPg, jedrni vključitveni protein a (NIa, angl. nuclear inclusion protein a), 
jedrni vključitveni protein b (NIb, angl. nuclear inclusion protein b) in CP 
(Urcuqui-Inchima idr., 2001) (Slika 2B). Poleg poliproteina se zaradi zdrsa 
ribosoma za +2 nukleotida v P3 cistronu prepiše in prevede še enajsti virusni 
protein imenovan 'precej zanimiv potivirusni odprt bralni okvir' (P3N-PIPO, angl. 
pretty interesting potyvirus ORF) (Chung idr., 2008). 
1 Uvod 
3 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz PVY genoma ter kodirajočih proteinov. (A) Prikaz izhodnih regij vRNA 
različka PVY
NTN
, ki je nastal z rekombinacijo različkov PVY
N
 in PVY
O
. Prirejeno po (Karasev in Gray, 
2013). (B) Shematski prikaz PVY vRNA, s kovalentno vezanim VPg na 5' koncu ter poli-A repkom 
na 3' koncu. Spodaj je predstavljeno zaporedje izraženega poliproteina ter proteina P3N-PIPO. 
Mesta cepitev s proteazami P1, HC-Pro ter NIa so označena s puščicami. 
 
Skoraj vsak od virusnih proteinov PVY-a opravlja tekom življenjskega cikla virusa 
več različnih funkcij, pri čemer lahko sodeluje z ostalimi virusnimi proteini ter 
vRNA ali komponentami iz rastline ali listne uši (Lacomme in Jacquot, 2017). 
1.1.1 Mehanizem okužbe rastline z virusom PVY 
Okužba rastline s potivirusom obsega kompleksne molekulske procese, ki 
potekajo v različnih predelih rastlinske celice in zahtevajo vključenost vseh 
virusnih ter mnogih rastlinskih proteinov (Ivanov idr., 2014) (Slika 3). 
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Slika 3: Shematski prikaz mehanizma okužbe s PVY-om. Virus v celico vstopi s pomočjo listne uši. 
vRNA se sprosti iz virusnega plašča, čemur sledi njeno pomnoževanje v virusnem podvojevalnem 
kompleksu ter prevajanje virusnih proteinov. Virus se nato razširi v sosednje celice preko 
plazmodezem. Prirejeno po (Ivanov idr., 2014). 
 
Virus v rastlino vstopi s pomočjo listne uši ali preko poškodovanih celic 
povrhnjice. Znotraj rastlinske celice se vRNA sprosti iz virusnega proteinskega 
plašča, ki ga sestavlja okoli 2000 kopij CP-ja. Razkrito RNA pred razgradnjo varuje 
še na 5' koncu kovalentno vezani VPg (Mäkinen in Hafrén, 2014). S pomočjo 
rastlinskih ribosomov se iz vRNA prevedeta poliprotein ter P3N-PIPO (Ivanov idr., 
2014). Virusne proteaze P1, HC-Pro in NIa prevedeni poliprotein razcepijo na 10 
zrelih proteinov (slika 2B) (Urcuqui-Inchima idr., 2001). vRNA deluje kot matrica 
tako za prevajanje kot tudi za podvojevanje RNA, oba procesa pa se medsebojno 
izključujeta. Mahajan idr. so na (poti-)virusu razjed tobaka (TEV, angl. tobacco 
etch virus) pokazali, da se podvojevanje RNA sproži šele po tem, ko se prevede 
vsaj polovica CP-ja (do regije med kodonoma 138 in 189), ki se nahaja na 3' 
koncu RNA (slika 2B) (Mahajan idr., 1996). Ta mehanizem virusu zagotavlja 
podvojevanje le tistih RNA, ki vsebujejo celoten bralni okvir.  
 
Rastlinski (+)ssRNA virusi za podvojevanje uporabljajo rastlinske citoplazmatske 
membrane, ki jih preuredijo v virusne podvojevalne komplekse (VRC, angl. viral 
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replication complex) (Mäkinen in Hafrén, 2014). Tvorba VRC se prične s 
prekurzorjem 6K2-VPg-Pro (Schaad idr., 1997) ter interakcijami med 6K2, NIa in 
NIb na membrani endoplazmatskega retikuluma (Li idr., 1997). Sledi fuzija VRC z 
membrano kloroplasta, v kasnejši fazi infekcije pa se ob celičnem jedru tvorijo 
globularne zgradbe, t.i. virusne tovarne, ki zajemajo VRC, kloroplaste, 
endoplazmatski retikulum in Golgijev aparat (Grangeon idr., 2012). Ni še povsem 
jasno, v katerem od teh korakov poteka podvojevanje virusne RNA (Ivanov idr., 
2014). Le-ta se prične s sintezo (-)ssRNA na 3'UTR regiji vRNA. Pri podvojevanju 
naj bi sodelovali CP, NIb (RNA polimeraza), CI (RNA helikaza), P3 in HC-Pro, 
vendar natančen mehanizem še ni popolnoma pojasnjen (Ala-Poikela idr., 2011; 
Haldeman-Cahill idr., 1998; Merits idr., 1999). Po koncu pomnoževanja (-)ssRNA 
najverjetneje ostane v VRC kompleksu, medtem ko se (+)ssRNA sprosti v 
citoplazmo (den Boon in Ahlquist, 2010), kjer se usmeri v prevajanje ali 
enkapsidacijo (slika 3). 
 
Okužba se nato razširi v sosednje celice s prenosom pomnožene vRNA preko 
plazmodezme. Pri tem sodelujejo virusni proteini P3N-PIPO, CI, VPg in CP, 
natančen mehanizem prenosa pa še ni povsem znan (Carrington idr., 1998; Dolja 
idr., 1995; Wei idr., 2010). Možno je, da CI s pomočjo P3N-PIPO interagira z 
VPg-jem na 5' koncu vRNA ali s CP-ji ter tako vodi vRNA proti plazmodezmi, v 
kateri tvori konično zgradbo, ki virusu olajša prehajanje med celicami (Wei idr., 
2010). Za prenos virusa do sosednje celice je ključen aktiven CP, ki je zmožen 
sestavljanja in tvorbe virusnega plašča. Kompleks, ki potuje skozi plazmodezmo, 
bi lahko bil sestavljen virion ali, verjetneje, drugačna oblika 
ribonukleoproteinskega kompleksa iz vRNA in CP-jev (Mäkinen in Hafrén, 2014). 
V sosednji celici se ponovi cikel prevajanja, podvojevanja in širjenja virusa. 
Zaporedni premiki virusa skozi celico in plazmodezmo se ponavljajo, dokler virus 
ne doseže floema, kjer se širi od vira okužbe proti novo nastalim listom, 
poganjkom, koreninam in gomoljem. Virus se nato na nove rastline prenaša 
preko okuženih semen in gomoljev (vertikalni prenos) ali preko prenašalcev, ki so 
v primeru PVY-a največkrat listne uši (horizontalni prenos). PVY se preko uši 
prenaša na nepersistenten način. To pomeni, da se virus preko interakcije s 
proteinoma CP in HC-Pro pripne na stilet uši med njenim hranjenjem na rastlini. 
Okužena listna uš nato ob prihodu na novo rastlino ponovno poškoduje celično 
steno, kar virusu omogoči, da se iz stileta sprosti v novo rastlinsko celico 
(Mäkinen in Hafrén, 2014). 
 
Potivirusni CP je bistvenega pomena pri regulaciji okužbe. Poleg klasične vloge pri 
enkapsidaciji vRNA ima CP še funkcijo regulacije izražanja virusnih genov (Hafrén 
idr., 2010), sodeluje pa tudi pri širjenju virusa (Dolja idr., 1995; Dolja idr., 1994). V 
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začetni fazi virusne okužbe je potreben mehanizem, ki prepreči prezgodnjo 
sestavljanje virionov in omogoča uspešno prepisovanje in podvajanje vRNA. 
Enkapsidacija vRNA se mora pričeti šele v kasnejši fazi okužbe, ko se proizvede 
dovolj CP-ja. Pri večini virusov je začetek enkapsidacije odvisen od interakcij 
specifičnega zaporedja med CP in vRNA, vendar pri potivirusih ta mehanizem še 
ni pojasnjen, za razrešitev le-tega pa bodo v prihodnosti potrebne sistematične 
študije (Mäkinen in Hafrén, 2014). Ena od hipotez sestavljanja pravi, da se CP-ji 
najprej sestavijo v oligomerne intermediate v obliki obročev, ki nato sodelujejo 
pri enkapsidaciji vRNA (Anindya in Savithri, 2003). Po drugi strani bi lahko 
časovno regulacijo enkapsidacije omogočala fosforilacija CP-ja (Ivanov idr., 2001). 
Verjetno je tudi, da so za sestavljanje virionov poleg CP-ja potrebni še drugi 
virusni proteini, kot sta na primer VPg in HC-Pro, ki sta vezana na 5'-UTR regijo 
vRNA (Gallo idr., 2018; Valli idr., 2014), ali rastlinski faktorji, kot sta šaperona 
HSP70 in CPIP (Hafrén idr., 2010). 
 
Nekateri potivirusi tvorijo oligomere CP-jev tudi v odsotnosti vRNA, kar nakazuje, 
da so njihovi plašči v veliki meri stabilizirani preko CP-CP interakcij (Anindya in 
Savithri, 2003; Kalnciema idr., 2012; Mäkinen in Hafrén, 2014). Tudi heterologno 
izražanje CPPVY v bakterijskih celicah vodi v nastanek dolgih fleksibilnih virusu 
podobnih delcev (VLP, angl. virus-like particle) (Kalnciema idr., 2012; Kežar, 
2015). Biokemijska in biofizikalna karakterizacija VLPPVY je nakazala, da delci 
posedujejo lastnosti, ki omogočajo njihovo nadaljnjo uporabo v obliki nosilcev ali 
ogrodij v različnih nanobiotehnoloških aplikacijah. 
1.2 VIRUSOM PODOBNI DELCI  
Heterologno izražanje mnogih virusnih CP-jev v gostiteljskih organizmih, tako 
ikozaedričnih kot filamentoznih virusov, vodi v nastanek VLP-jev. VLP-ji imajo 
podobno ali celo enako morfologijo kot izhodni virusi, obenem pa ne vsebujejo 
virusnega genetskega materiala, zato so neinfektivni in nezmožni razmnoževanja 
(Kalnciema idr., 2012). Zaradi visoke stabilnosti ter simetrično urejene zgradbe s 
ponavljajočim se vzorcem na površini so zelo zanimivi za nadaljnjo 
funkcionalizacijo notranje ali zunanje površine. Njihove lastnosti lahko 
izkoristimo v nanotehnoloških aplikacijah na različnih področjih, kot so 
biotehnologija, senzorika, kataliza, znanost o naprednih materialih, 
elektrotehnika, fotovoltaika, farmacija ali medicina. Široka uporabnost VLP-jev 
temelji predvsem na raznovrstnih možnostih njihove modifikacije ter hitre in 
poceni produkcije v bakterijah (Hepatitis E vaccine working group, 2014), 
kvasovkah (European Medicines Agency, 2019b) ali insektnih sistemih (European 
Medicines Agency, 2019a).  
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Virusi obstajajo v različnih oblikah in velikostih, med njimi pa so najbolj pogoste 
arhitekture ikozaedrov, filamentov ali bakteriofagov (Slika 4). Za njihovo 
modifikacijo in uporabo v nanotehnološke namene imata oblika in velikost virusa 
pomembno vlogo. Na primer, ikozaedrični virusi in njihovi VLP-ji imajo zaradi 
notranje votline prednost pri enkapsidaciji različnega tovora, medtem ko imajo 
filamentozni delci zaradi visokega razmerja med dolžino in širino prednosti kot 
dostavni sistemi v celice ter v elektrotehnoloških aplikacijah v obliki nanožičk 
(Wen in Steinmetz, 2016).  
 
 
 
Slika 4: Nekaj pogostih arhitektur virusov. Virusi se pojavljajo v raznolikih oblikah in velikostih z 
ikozaedrično ali helično simetrijo kot tudi bolj kompleksno ureditvijo. Pod vsako shemo je podan 
primer virusa s prikazano arhitekturo. Triangulacijsko število (T) nam nakaže velikost 
ikozaedričnih delcev, saj nam pomnoženo s 60 pove število CP-jev v virusu (npr. plašč T = 1 virusa 
sestavlja 60 CP-jev). Prirejeno po (Wen in Steinmetz, 2016).  
 
VLP-ji so posebej pripravni za uporabo v različnih aplikacijah zaradi precej 
enostavne in hitre funkcionalizacije njihove površine. Slednjo je hkrati možno 
funkcionalizirati na več različnih načinov, kot so pokazali Yuste-Calvo idr. tudi na 
primeru VLP-jev (poti-)virusa mozaika repe (TuMV, angl. turnip mosaic virus) 
(Yuste-Calvo idr., 2019). Na zunanjo površino VLPTuMV so s pomočjo genske fuzije 
najprej pripeli vazoaktivni intestinalni peptid, nato pa so preko kemične 
konjugacije na naravno prisotne ostanke cisteinov ter lizinov pripeli še 
biotinilirano komponento ter fluorescentno barvilo. Tako so pokazali prikladnost 
uporabe VLP-jev kot naprednih nanoogrodij, ki na svoji površini omogočajo 
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istočasno predstavitev različnih molekul. VLPTuMV so se izkazali tudi kot uporabna 
ogrodja za biosenzorje. Na njihovi zunanji površini so raziskovalci uspeli 
izpostaviti receptor za človeški trombin (González-Gamboa idr., 2017) ali 
receptor za epidermalni rastni faktor (Sánchez idr., 2013). V obeh primerih se je z 
imobilizacijo na VLPTuMV ogrodje občutljivost za zaznavanje specifičnih protiteles z 
metodo ELISA močno povečala v primerjavi z uporabo monomerne oblike 
receptorja. 
 
VLP-ji se lahko uporabijo kot nosilci heterolognih peptidov in proteinov, na 
primer encimov. Besong-Ndika idr. so na zunanjo površino VLP-jev (poti-)virusa A 
krompirja (PVA, angl. potato virus A) vezali encima 4-kumarat-koencim A ligazo in 
stilben sintazo s pomočjo protiteles IgG proti CPPVA (Besong-Ndika idr., 2016), 
medtem ko so Cuenca idr. na zunanjo površino VLPTuMV imobilizirali lipazo B 
preko zamreženja z glutaraldehidom na izpostavljene aminoskupine VLP-jev 
(Cuenca idr., 2016). Z imobilizacijo encimov na nosilce, kot so VLP-ji, lahko 
povečamo učinkovitost zaporednih reakcij, zaščitimo intermediate, preprečimo 
neželene stranske reakcije in omejimo katalizo na eno mesto. Imobilizirani 
encimi imajo lahko povišano stabilnost, aktivnost, selektivnost ter specifičnost. 
Poleg tega je možna večkratna uporaba takih sistemov, ki imajo potencial za 
uporabo kot nanokatalizatorji v biosenzorju ali laboratoriju na čipu ali kot 
dostavni sistemi (Besong-Ndika idr., 2016). 
 
Virusi in VLP-ji imajo velik potencial kot sistemi za dostavo medicinskih 
komponent v rakava tkiva. Z njihovo pomočjo lahko povečamo kontrast in 
občutljivost kontrastirnih sredstev ali povišamo selektivnost in učinkovitost 
terapevtikov. Paličasti in filamentozni virusi imajo v tem primeru prednost pred 
ikozaedričnimi, saj jim podolgovata oblika omogoča hitrejši prehod skozi porozni 
material, poleg tega pa imajo filamentozni delci zaradi otežene fagocitoze tudi 
daljši zadrževalni čas v krvnem obtoku (Chauhan idr., 2011). Poleg tega 
podolgovati delci v primerjavi z ikozaedričnimi lažje in bolj učinkovito predstavijo 
večje število ligandov iz svoje površine proti veliko večji površini tarčne celice 
(Tan idr., 2013). Lee idr. so za namen dostave učinkovin v različna rakava tkiva 
pripravili s polietilen glikolom označene (pegilirane) VLP-je fleksibilnega virusa X 
krompirja (PVX, angl. potato virus X), ki spada v rod poteksvirusov, in družino 
Alphaflexiviridae (Lee idr., 2015). Pegilirani VLPPVX so imeli glede na nepegilirane 
VLPPVX podaljšano biološko uporabnost ter zmanjšano prepoznavanje s 
protitelesi. Czapar idr. pa so na negativno nabito površino notranjega kanalčka 
togega paličastega virusa mozaika tobaka (TMV, angl. tobacco mosaic virus), 
rodu tobamovirus ter družine Virgaviridae, pripeli molekule citostatika 
fenantriplatina za učinkovitejšo dostavo v rakava tkiva (Czapar idr., 2016). 
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Uporaba VLP-jev je zelo razširjena tudi v farmaciji. V cepivih se po navadi 
uporabljajo na dva načina:  
 
i) Cepiva proti virusnim okužbam lahko namesto oslabljenih ali inaktiviranih 
virusov vsebujejo le strukturne proteine izvornega virusa, ki se sestavijo v VLP-je 
brez virusnega genetskega materiala.  
Površinski antigeni so na takih VLP-jih izpostavljeni podobno kot pri izvornem 
virusu, zato je imunogenost obeh tipov primerljiva. Zaradi odsotnosti virusnega 
genetskega materiala pa so cepiva z VLP-ji varnejša od virusnih, saj je s tem 
preprečena možnost ponovne vzpostavitve infektivnega virusa (Mohsen idr., 
2017). Na podlagi VLP-jev so trenutno na trgu licencirana cepiva proti okužbi s 
humanim papiloma virusom (European Medicines Agency, 2019a), virusom 
hepatitisa B (VBI Vaccines, 2019) in virusom hepatitisa E (Hepatitis E vaccine 
working group, 2014), medtem ko potekajo raziskave še na mnogih drugih 
VLP-jih, npr. virusa hepatitisa C (A. Kumar idr., 2016), virusa gripe (Buffin idr., 
2019), virusa chikungunya (Goo idr., 2016), norovirusa (Lindesmith idr., 2017), 
denga virusa (Metz idr., 2018)...  
 
ii) VLP-ji lahko služijo kot ogrodja, na katera se na zunanjo površino s pomočjo 
genskega inženiringa ali kemične modifikacije pripne različne heterologne 
antigene (Cárdenas-Vargas idr., 2016; Guerrero-Rodríguez idr., 2014).  
V tem primeru želimo doseči imunski odziv proti izpostavljenemu heterolognemu 
antigenu, ne pa tudi proti samemu VLP ogrodju, zato so najbolj varni za uporabo 
VLP-ji, ki izhajajo iz rastlinskih virusov (Balke in Zeltins, 2019). Le-ti sesalskih celic 
namreč ne morejo okužiti. Poleg tega je titer protiteles proti rastlinskim virusom 
v človeku zelo nizek, zato je možnost sprožitve imunskega odziva proti VLP-jem 
namesto proti izpostavljenemu antigenu zmanjšana (Cárdenas-Vargas idr., 2016). 
Zaradi imobilizacije na VLP ogrodje imajo antigeni izboljšano stabilnost, poleg 
tega pa so na površini nanodelca dostopni v več tisoč kopijah, kar poveča tudi 
njihovo imunogenost (Cárdenas-Vargas idr., 2016). Rekombinantni VLP-ji so v 
uporabi v cepivih proti različnim povzročiteljem bolezni, raku ter avtoimunskim 
boleznim pri živalih in ljudeh. Do leta 2018 je bilo na podlagi rastlinskih virusov in 
VLP-jev kot nosilcev pripravljenih vsaj 73 poskusnih cepiv, od tega 61 
profilaktičnih in 12 terapevtskih (Balke in Zeltins, 2019). Večina raziskav na 
VLP-jih rastlinskih virusov je opravljenih na ikozaedričnih ter paličastih delcih, 
kljub temu pa je bilo za potencialna cepiva testiranih tudi nekaj ogrodij na 
podlagi fleksibilnih filamentoznih virusov. Iz rodu potivirusov so preučili uporabo 
ogrodja virusa mozaika divjega sirka (JGMV, angl. Johnsongrass mosaic virus) 
proti malariji (Hammond idr., 1998) in japonskemu encefalitisu (Saini in Vrati, 
2003); ogrodje virusa obročkaste pegavosti papaje (PRSV, angl. papaya ringspot 
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virus) proti okužbi s parvovirusom (Chatchen idr., 2006), virusom gripe 
(Cárdenas-Vargas idr., 2016) in circovirusom (Aguilera idr., 2017); ogrodje virusa 
šarke (PPV, angl. plum pox virus) proti okužbi s parvovirusom 
(Fernández-Fernández idr., 2002); ogrodje PVA proti raku materničnega vratu 
(Hoffmeisterová idr., 2008) ter ogrodje PVY-a proti Hepatitisu B (Kalnciema idr., 
2012). 
 
Zaradi ponavljajočega vzorca na površini ter visokega razmerja med dolžino in 
širino so fleksibilni filamentozni virusi in VLP-ji tudi obetavna ogrodja za hibridne 
organsko-anorganske materiale. Med najbolj preučevanimi sta paličasti TMV in 
fleksibilni bakteriofag M13 (rod inovirus, družina Inoviridae), katerih metalizacija 
ali mineralizacija zunanje ali notranje površine omogočata tvorbo nanodelcev za 
uporabo v elektronskih napravah, baterijah ali fotoelektrokemičnih celicah (Knez 
idr., 2004; Moradi idr., 2016). S kontroliranim odlaganjem nanodelcev ZnO na 
površino TMV-ja so Atanasova idr. pridobili polprevodne virione, ki zaradi 
ponovljivega vzorca na svoji površini ter natančne kontrole nad debelino 
naložene anorganske plasti predstavljajo nove možnosti pri razvoju 
piezoelektričnih naprav (Atanasova idr., 2015). Podobno so Moradi idr. uporabili 
bakteriofag M13 kot ogrodje za depozicijo LiMnBO3. S pomočjo virusa so 
zmanjšali medsebojno razdaljo prekurzorskih materialov in povečali homogenost 
LiMnBO3 plasti ter tako izboljšali elektrokemične lastnosti katode v Li-ionskih 
baterijah (Moradi idr., 2016). 
1.3 DOLOČANJE ZGRADBE FLEKSIBILNIH FILAMENTOZNIH 
VIRUSOV 
Prvi virus, ki mu je bila določena tridimenzionalna zgradba visoke ločljivosti, je 
paličasti tobamovirus TMV. Preučevanje kvazi-kristalov TMV-ja s pomočjo sipanja 
X-žarkov se je pričelo v 30-ih letih 20. stoletja  (Bernal in Fankuchen, 1937), 
rigidna arhitektura TMV-ja pa je že leta 1977 omogočala določitev zgradbe z 
ločljivostjo 4 Å z metodo sipanja X-žarkov na vlaknih (angl. X-ray fiber diffraction) 
(Stubbs idr., 1977). Sledila je določitev zgradbe nekaterih ikozaedričnih virusov z 
X-žarkovno kristalografijo (Abad-Zapatero idr., 1980; Caspar, 1956; S. C. Harrison 
idr., 1978), medtem ko so bili poskusi določitve natančne zgradbe fleksibilnih 
filamentoznih virusov največkrat neuspešni (Kendall idr., 2008). Fleksibilna 
arhitektura teh virusov je onemogočala tvorbo kristalov, ki bi bili uporabni pri 
X-žarkovni kristalografiji, poleg tega pa so bili virioni preveč fleksibilni za 
določitev zgradbe visoke ločljivosti z metodo sipanja X-žarkov na vlaknih. Slednja 
je omogočala le določitev osnovne arhitekture virusov ter simetrije sestavljanja 
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plaščnih proteinov v virione (Parker idr., 2005; Richardson idr., 1981). Šele leta 
2008 so Kendall idr. s kombinacijo metod sipanja X-žarkov na vlaknih in 
krio-elektronske mikroskopije (krio-EM) rekonstruirali prvi krio-EM gostoti 
fleksibilnih filamentoznih virionov, in sicer (poti-)virusa mozaika navadne soje 
(SMV, angl. soybean mosaic virus) (Slika 5, A in B) in (poteks-)virusa PVX, obeh pri 
ločljivosti približno 14 Å (Kendall idr., 2008). Ločljivost je bila prenizka za gradnjo 
atomskega modela CP-ja, vseeno pa je omogočala potrditev osnovne geometrije 
ter parametrov helične simetrije virionov. Kendall idr. so izračunali, da PVY virion 
s premerom okoli 14 nm sestavlja 8,8 CP enot na zavoj, kar sovpada tudi z 
arhitekturo poteksvirusov (npr. PVX virion s premerom 13 nm ima 8,9 CP enot na 
zavoj) in nakazuje evolucijsko povezanost med obema skupinama rastlinskih 
virusov, čeprav genetsko med seboj niso sorodni (Kendall idr., 2008).  
 
 
Slika 5: Začetki določevanja zgradbe fleksibilnih filamentoznih virusov. (A) Vzorec sipanja X-žarkov 
na vlaknih SMV. Puščica označuje prvo linijsko črto. Povzeto po (Kendall idr., 2008). (B) Krio-EM 
gostota SMV. Povzeto po (Kendall idr., 2008). (C) Kristalna zgradba CP
PapMV
 z označenima N- in C-
končno regijo (PDB: 4DOX) ter (D) krio-EM gostota PapMV (Yang idr., 2012). 
 
Naslednja večja prelomnica pri določevanju zgradbe fleksibilnih filamentoznih 
virusov je bila določitev kristalne zgradbe CP-ja (poteks-)virusa mozaika papaje 
(PapMV, angl. papaya mosaic virus) (Yang idr., 2012) (Slika 5C). 3D atomski model 
CPPapMV predstavlja prvi model zgradbe CP-ja fleksibilnega filamentoznega 
rastlinskega virusa. CPPapMV je sestavljen iz 215 aminokislinskih ostankov, Yang 
idr. pa so za kristalizacijo uporabili s tripsinom skrajšani CPPapMV, ki vsebuje 
aminokislinske ostanke Met6 – Lys175 in ne tvori dolgih fleksibilnih VLP-jev. 
Kristalna zgradba z ločljivostjo 2,7 Å je razkrila edinstven način zvitja CP-ja 
fleksibilnega heličnega virusa, ki se je razlikoval od tedaj poznanega modela 
CPTMV iz rigidnega paličastega tobamovirusa (Ge in Zhou, 2011; Sachse idr., 
2007). CPPapMV je sestavljen iz sedmih α-vijačnic ter iztegnjene N-končne regije 
(slika 5C). Glede na položaj asimetričnih enot v kristalu so avtorji predpostavili, 
da je N-končna regija pomembna za sestavljanje CPPapMV enot v filamente. To so 
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potrdili z delecijo 13 oz. 26 N-končnih ostankov in mutacijo Phe13 v Ala, pri čemer 
so vse omenjene mutacije onemogočile sestavljanje CP-jev v filament (Laliberté 
Gagné idr., 2008; Lecours idr., 2006). Poleg tega so Yang idr. z ločljivostjo 21 Å 
rekonstruirali krio-EM gostoto divjega tipa PapMV, kamor so vstavili kristalni 
model CPPapMV in tako nakazali princip sestavljanja poteksvirusa (slika 5D).  
 
Napredek na področju krio-EM v naslednjih letih je povzročil t.i. ''revolucijo v 
ločljivosti'' (Kühlbrandt, 2014) in je omogočil določevanje zgradb visoke ločljivosti 
tudi ekstremno fleksibilnih filamentoznih delcev, kot so poteksvirusi in potivirusi. 
Sledile so krio-EM zgradbe (poteks-)virusa mozaika bambusa (BaMV, angl. 
bamboo mosaic virus) z ločljivostjo 5,6 Å (DiMaio idr., 2015) in (poteks-)virusa 
mozaika pepina (PepMV, angl. pepino mosaic virus) z ločljivostjo 3,9 Å 
(Agirrezabala idr., 2015) ter nato še (poti-)virusa mozaika lubenice (WMV, angl. 
watermelon mosaic virus) z ločljivostjo 4,0 Å (Zamora idr., 2017). Kot začetni 
model za izgradnjo prvih 3D poteks- in potivirusnih CP modelov so uporabili 
homologni model na podlagi zgoraj navedene kristalne zgradbe CPPapMV 
(Agirrezabala idr., 2015; DiMaio idr., 2015; Zamora idr., 2017). Uporaba CPPapMV 
pri rekonstrukciji ostalih virusov je bila mogoča zaradi dobre ohranjenosti 
osrednje regije poti- in poteksvirusov (vrednosti korena povprečnega kvadrata 
odstopanja (RMSD, angl. root mean square deviation) med atomi Cα osrednje 
regije proteinov CPPapMV in CPPepMV, CPBaMV oz. CPWMV so 1,34 Å, 1,69 Å oz. 2,65 Å). 
 
Poleg zgradbe virusov je krio-EM omogočila tudi odkrivanje zgradbe virusom 
podobnih delcev. Nedavno rekonstruirana krio-EM gostota VLP-ja (poteks-)virusa 
mozaika cejlonskega zelišča (AltMV, angl. alternanthera mosaic virus) 
(Donchenko idr., 2017) je razkrila, da ti VLP-ji ohranijo helično simetrijo 
izhodnega virusa. Krio-EM gostota je bila rekonstruirana z ločljivostjo 13 Å, ki je 
omogočala določitev osnovnih parametrov simetrije sestavljanja CP-jev, ni pa 
omogočala gradnje 3D atomskega modela CP-ja. Po drugi strani pa starejše 
raziskave o zgradbi VLP-jev nekaterih drugih fleksibilnih filamentoznih virusov 
nakazujejo, da lahko iz virusa izolirani CP-ji, npr. poteksvirusni CPPVX ali 
potivirusni CPPVY,  po odstranitvi vRNA tvorijo proteinske diske, ki imajo lahko še 
vedno težnjo do sestavljanja v virusom podobne filamente, vendar z drugačno 
arhitekturo od izhodnega virusa (Kaftanova idr., 1975; McDonald idr., 1976).  
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1.4 KRIO-ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA  
Delovanje elektronskega mikroskopa je v principu zelo podobno delovanju 
svetlobnega mikroskopa. V svetlobni mikroskopiji so vir sevanja fotoni, ki 
prodirajo skozi vzorec, nato pa jih steklene optične leče zberejo, da tvorijo 
povečano sliko. V elektronski mikroskopiji so vir sevanja z 80-300 kV pospešeni 
elektroni, ki v visokem vakuumu potujejo skozi vzorec, med tem pa jih usmerjajo 
elektromagnetne leče (Slika 6). Razlika med svetlobnim in elektronskim 
mikroskopom je v končni ločljivosti slike, ki je odvisna od valovne dolžine vira 
sevanja. Valovna dolžina svetlobe je med 4000 in 7000 Å v primerjavi z valovno 
dolžino elektronov, ki je 0,02 Å (Milne idr., 2013). Spodnja meja ločljivosti 
elektronskega mikroskopa je torej dovolj nizka, da omogoča preučevanje vzorcev 
na atomskem nivoju.  
 
 
Slika 6: Presevni elektronski mikroskop. Na levi strani je prikazana notranjost presevnega 
krio-elektronskega mikroskopa Titan Krios (FEI) (foto arhiv: Diamond Light Source Ltd, Velika 
Britanija), v podoknu pa je prikazana slika mikroskopa v ohišju. Na desni strani je shematski prikaz 
zajema slike s presevnim elektronskim mikroskopom. 
Uporaba elektronske mikroskopije za določanje natančnih zgradb bioloških 
molekul se je pričela proti koncu 1960-ih let (De Rosier in Klug, 1968; Henderson 
in Unwin, 1975). Eden večjih izzivov, s katerim so se raziskovalci soočali, pa je bilo 
sevanje elektronov v mikroskopu, ki v občutljivih bioloških vzorcih povzroči 
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razpadanje kovalentnih vezi in nastanek prostih radikalov ter s tem sekundarne 
poškodbe vzorca (Glaeser, 1971). Prvi rešitvi za zaščito vzorca sta bili zmanjšanje 
doze elektronov na vzorcih, stabiliziranih v sladkorjih (Chiu idr., 2011), ter 
uporaba kontrastirnih sredstev kot je uranil acetat (Barreto-Vieira in Barth, 
2015). Mikrografije v prvem primeru vsebujejo veliko šuma, zato je preučevanje 
vzorcev pri visoki ločljivosti oteženo, v drugem primeru pa se kontrastirno 
sredstvo odloži le na površino vzorca, zato je preučevanje notranjih zgradb 
omejeno. Poleg tega je zaradi velikosti zrn kontrastirnega sredstva ločljivost 
omejena na ~15 Å, zaradi sušenja mrežice z vzorcem med postopkom priprave pa 
lahko pride tudi do deformacije preiskovanih makromolekul (Nogales in Scheres, 
2015). Z namenom premostitve omenjenih težav uporabljamo v moderni 
elektronski mikroskopiji visoke ločljivosti dva nova pristopa: zajem podatkov v 
kriogenih pogojih (krio-EM) (Adrian idr., 1984) ter naprednejšo analizo slik, pri 
kateri se signali mnogih enakih delcev seštejejo (Henderson idr., 1986). 
 
Poseben postopek hipnega zamrzovanja krio-EM mrežic se imenuje vitrifikacija 
(Dubochet in McDowall, 1981). Pri tem postopku je raztopina na mrežici 
zamrznjena tako hitro, da so molekule vode imobilizirane, še preden se uspejo 
urediti v kristalno obliko. Led, ki nastane, ima zato morfologijo podobno steklu. 
Vitrifikacijo se doseže z zamrzovanjem mrežic v tekočem etanu, ki je s pomočjo 
tekočega dušika ohlajen na ~-180 °C (Shi idr., 2019). Postopek je danes precej 
avtomatiziran, saj temperatura, vlaga, količina vzorca in hitrost zamrzovanja 
vplivajo na ponovljivost zamrznjenih mrežic in njihovo kvaliteto (Shi idr., 2019; 
Thermo Fisher Scientific, 2017). 
 
Glavna pristopa določanja 3D zgradb bioloških molekul z uporabo krio-EM sta 
analiza posameznega delca (SPA, angl. single particle analysis), s katero 
določamo zgradbo izoliranih bioloških kompleksov  (Cheng idr., 2015), in 
krio-elektronska tomografija (krio-ET), s katero preučujemo predvsem zgradbo 
bioloških sistemov, ki so večji od 200 µm, na primer veziklov in celic (Koning idr., 
2018). Poleg omenjenih metod z napredkom novih tehnologij v veljavo stopa tudi 
sipanje elektronov na mikro kristalih (mikro-ED, angl. micro-electron diffraction), 
ki omogoča določitev zgradbe s pomočjo sipanja elektronov na nanometerskih 
kristalih iz bioloških, organskih ali anorganskih molekul, ki so premajhni za 
analizo s klasično kristalografijo (Nannenga in Gonen, 2018). Poleg tega se 
uporablja še krio-vrstična presevna elektronska mikroskopija (krio-STEM, angl. 
cryo-scanning transmission electron microscopy) s katero lahko poleg bioloških 
sistemov preučujemo tudi elektrokemijske naprave, na primer procese na stiku 
trdne in tekoče faze v baterijah (Zachman idr., 2018). 
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Krio-EM omogoča določevanje zgradbe kompleksnim biološkim sistemom v 
naravnem okolju, saj potrebujemo majhne količine vzorca in kristalizacija ni 
potrebna. Vitrifikacija vzorca omogoča, da se različne funkcionalne oblike 
bioloških makromolekul ohranijo tudi v visokem vakuumu znotraj mikroskopa. 
Poleg tega je s krio-EM mogoče določati zgradbo kompozicijsko ali 
konformacijsko heterogenih vzorcev, saj lahko tekom obdelave podatkov med 
seboj ločimo posamezne skupine (Scheres, 2016). Z zamrzovanjem vzorca v 
različnih časovnih intervalih pa bo v prihodnosti najverjetneje možno tekom 
določenega biološkega procesa pridobiti tudi časovno opredeljene informacije o 
zgradbi delca (Kaledhonkar idr., 2018). Razvoj novih tehnologij je omogočil 
rutinsko rekonstrukcijo krio-EM gostot z ločljivostjo, pri kateri je v gostoto možno 
vgraditi atomske modele de novo (Terashi in Kihara, 2018). Trenutno najvišjo 
ločljivost z metodo SPA so dosegli Danev idr. na primeru apoferitina, in sicer 
1,62 Å (Danev idr., 2019), medtem ko so Zhou idr. z metodo mikro-ED dosegli 
ločljivost 0,6 Å na peptidu FUS LC RAS1 in dveh manjših organskih molekulah 
(Zhou idr., 2019). Za krio-EM je veljalo, da je primerna le za biološke komplekse, 
ki so večji od 100 kDa, vendar se tudi ta meja hitro niža. Fan idr. so bili uspešni pri 
rekonstrukciji 52 kDa streptavidina z ločljivostjo 3,2 Å (Fan idr., 2019). Krio-EM 
tako predstavlja močno alternativo dosedanjim ''klasičnim'' metodam v 
strukturni biologiji, kot sta X-žarkovna kristalografija in nuklearna magnetna 
resonanca (NMR) (preglednica 1, slika 7).  
Preglednica 1: Primerjava osnovnih značilnosti X-žarkovne kristalografije, NMR in krio-EM   
Kristalografija NMR krio-EM 
kristalizacija vzorca 
vzorec raztopljen v vodni 
raztopini 
vzorec vitrificiran v 
nativnem stanju 
katerakoli velikost male molekule velike molekule 
atomska ločljivost, vendar 
kristalizacija lahko traja 
leta in poškoduje zgradbo 
proteina 
bližje naravni zgradbi 
proteina, vendar 
neprimerna metoda za 
večje molekule 
blizu-atomska ločljivost, 
hitra priprava vzorca 
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Slika 7: Število objavljenih prostorskih zgradb molekul v PDB zbirki (dostopno na: 
www.rcsb.org/stats). Grafa prikazujeta letno število objavljenih krio-EM ter kristalnih zgradb ter 
celokupno število krio-EM ali kristalnih zgradb, ki so bile objavljene do tistega leta. 
 
Široka uporabnost krio-EM je posledica napredka na treh področjih mikroskopije:  
 
(i) Izboljšave na samem mikroskopu (Murata in Wolf, 2018):  
- nosilec za večje število mrežic prispeva k boljši stabilnosti ter večji 
avtomatizaciji mikroskopa, hitrejšemu in enostavnejšemu rokovanju z 
vzorci, ter omogoča, da so vzorci lahko v nosilcu shranjeni več dni brez 
nevarnosti kontaminacije; 
- tretja kondenzorska leča izboljša vzporednost snopa elektronov;  
- novi tipi elektronskih pušk, kot sta Schottky in hladni izvor na emisijo 
polja (angl. cold field emmision gun), oddajajo snop elektronov z manjšim 
premerom in boljšo koherenco; 
- fazna plošča izboljša kontrast vzorca; 
- energijski filter odstrani neelastično sipane elektrone. 
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(ii) Direktni detektorji elektronov.  
Pred uvedbo direktnih detektorjev elektronov so se za zajemanje mikrografij 
uporabljali najprej fotografski filmi (Böttcher idr., 1997) in nato kamere CCD 
(angl. charge-coupled device camera) (Booth idr., 2004). Kamere CCD zaznane 
elektrone najprej pretvorijo v fotone in le-te v fotoelektrone (Slika 8), zato zaradi 
posrednega signala niso dovolj natančne za zajemanje informacij z visoko 
ločljivostjo (Cheng, 2018). Nasprotno lahko direktni detektorji elektronov zaznajo 
spremembo naboja, ki je posledica direktnega udarca elektrona ob kamero (Slika 
8). Poleg natančnejše lokalizacije samega elektrona ter boljšega razmerja med 
signalom in šumom pa direktni detektorji omogočajo mnogo hitrejše zajemanje 
slik (Cheng, 2018; McMullan idr., 2014). S tem lahko na isti poziciji v tipičnem 
času izpostavitve posnamemo zaporedje slik, t.i. posnetek, ki se med obdelavo 
podatkov uporabi za ostrenje končne krio-EM gostote. Delci na mrežici se 
namreč zaradi delovanja elektronov tekom zajemanja slik premaknejo. S 
pomočjo posnetka pa lahko posameznemu delcu med premikom sledimo in na 
koncu kompenziramo njegovo gibanje (Scheres, 2014).  
 
 
Slika 8: Detektorji elektronov. Shematski prikaz primerjave med kamero CCD in direktnim 
detektorjem elektronov. Kamera CCD zazna elektrone (e
-
) preko scintilatorja, ki jih pretvori v 
svetlobo (γ). Svetloba se prenese preko optičnih vlaken na CCD čip, ki fotone pretvori v napetost 
na mreži pikslov in vsako sekundo proizvede digitalno sliko. Po drugi strani direktni detektor 
elektronov s CMOS čipom zazna elektrone in jih prevede direktno v napetost na mreži pikslov, ki 
se lahko bere pri visoki hitrosti. Povzeto po (Wen in Steinmetz, 2016). 
 
(iii) Programi in algoritmi za obdelavo podatkov.  
Programska oprema po eni strani nudi izboljšave na področju upravljanja 
mikroskopa in zajema podatkov, kar omogoča avtomatizirano snemanje velikega 
števila mikrografij ter njegovo uporabo tudi manj izkušenim uporabnikom 
(Suloway idr., 2005). Po drugi strani pa rekonstrukcija krio-EM gostot z visoko 
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ločljivostjo zagotovo ne bi bila možna brez novih in zmogljivejših algoritmov za 
obdelavo slik. Verjetno najpomembnejši novosti na tem področju sta 
kompenzacija gibanja delcev ter algoritmi za klasifikacijo delcev glede na njihove 
specifične strukturne lastnosti (Nogales in Scheres, 2015). Večina vzorcev namreč 
vsebuje delce v več kot le eni značilni obliki zaradi njihove kompozicijske in 
konformacijske heterogenosti. Če projekcij teh spremenjenih delcev ne bi ločili v 
homogene podskupine, bi rekonstrukcija z vsemi projekcijami vodila v zabrisano 
in nejasno 3D krio-EM gostoto. Tako pa novi algoritmi na podlagi metode 
največje verjetnosti omogočajo učinkovito selekcijo homogenih delcev (Scheres 
idr., 2007). Poleg tega so ti programi z grafičnimi uporabniškimi vmesniki in 
pristopom ''korak za korakom'' bolj dostopni za neizkušene uporabnike, po drugi 
strani pa izkušenim uporabnikom omogočajo hitrejšo in učinkovitejšo obdelavo 
podatkov (Punjani idr., 2017; Zivanov idr., 2018). 
 
Zadnja leta razvoja krio-EM so bila zaradi njenega izjemnega napredka označena 
kot ''revolucija v ločljivosti'' (Kühlbrandt, 2014) in so odprla novo ero strukturne 
biologije (Rivera-Calzada in Carroni, 2019). O velikem pomenu krio-EM priča tudi 
dejstvo, da je bila razglašena kot metoda leta 2015 (Method of the Year 2015, 
2016), poleg tega pa so Joachim Frank, Richard Henderson in Jacques Dubochet 
leta 2017 prejeli Nobelovo nagrado za kemijo za njihov doprinos k razvoju krio-
EM metode (Cressey in Callaway, 2017).  
1.4.1 Osnovni principi določanja zgradbe z analizo posameznega delca (SPA) 
Pri krio-EM opazujemo zamrznjene biološke vzorce s presevnim elektronskim 
mikroskopom. Tekom postopka priprave na mrežicah največkrat zamrznemo 
mnogo kopij izoliranega makromolekulskega delca v naključnih orientacijah. Na 
posnetih mikrografijah tako dobimo 2D projekcije enakih delcev v različnih 
orientacijah. Kako iz 2D projekcij iz različnih zornih kotov nekega objekta 
pridobimo 3D rekonstrukcijo, nam pove izrek projekcijske rezine (angl. slice 
theorem). Slednji pravi, da Fourierova transformacija 2D projekcije predstavlja 
centralno rezino v 3D Fourierovi transformaciji preučevanega objekta (Slika 9A). 
Ko poznamo orientacije mnogih 2D projekcij, lahko iz pripadajočih 2D Fourierovih 
rezin sestavimo 3D transformacijo objekta ter iz nje s pomočjo inverzne 
Fourierove transformacije izračunamo originalno 3D zgradbo delca (slika 9, D in 
E) (Nogales in Scheres, 2015). 
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Slika 9: Osnovni principi določanja zgradbe s krio-EM SPA. Prirejeno po (Nogales in Scheres, 
2015). (A) Izrek projekcijske rezine pravi, da je 2D projekcija 3D objekta v realnem prostoru (levi 
stolpec) enakovredna centralni 2D rezini iz 3D Fourierove transformacije tega objekta (desni 
stolpec). Projekcijski kot oz. smer snopa elektronov (levo, rdeče črtane puščice) je pravokoten na 
rezino (desno, rdeči okvir). (B-E) Mnogo eksperimentalnih 2D projekcij lahko skombiniramo v 3D 
rekonstrukcijo preko ponavljajočega postopka imenovanega ''iskanje ujemajoče projekcije''. Za 
določitev relativnih orientacij vseh eksperimentalnih projekcij moramo najprej izračunati 
referenčne projekcije 3D referenčnega objekta v vseh smereh (B). Nato primerjamo vsako 
eksperimentalno projekcijo z vsemi referenčni projekcijami in poiščemo največje ujemanje (C). Na 
ta način orientiramo vse eksperimentalne projekcije s 3D objektom (D). Izrek projekcijske rezine 
nato pravi, da lahko 3D rekonstrukcijo izračunamo s pozicioniranjem mnogo 2D rezin (2D 
Fourierovih transformacij vseh eksperimentalnih projekcij) v 3D transformacijo (E), iz katere 
izračunamo inverzno transformacijo. 
 
Dva večja izziva pri 3D rekonstrukciji z SPA sta (Nogales in Scheres, 2015): 
 
i) Za zmanjšanje poškodb vzorca zaradi sevanja elektronov je potrebno snemanje 
bioloških makromolekul izvesti z majhnim številom elektronov, ponavadi 20-40 
elektronov/Å2.  
Posledica tega so mikrografije s tudi 10-krat višjo močjo šuma od signala. Rešitev 
je povprečenje signala mnogih slik delcev, kjer se po navadi uporabi od nekaj 
deset tisoč do nekaj sto tisoč projekcij delca. 
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ii) Relativne orientacije projekcij delcev so neznane in jih je potrebno določiti 
računsko.  
Pri tem se pogosto uporablja pristop ''iskanje ujemajoče projekcije'' (angl. 
projection matching), kjer se vsaka eksperimentalna slika delca primerja z 
računalniško pridobljenimi projekcijami različnih zornih kotov 3D referenčne 
zgradbe (Slika 9B). Referenčna zgradba je lahko resnični zgradbi delca le 
podobna, po prvi rekonstrukciji pa se lahko postopek ponovi tako, da pridobljeno 
rekonstruirano krio-EM gostoto sedaj uporabimo kot referenco za računalniško 
generiranje novih referenčnih projekcij. 
 
S krio-EM posnamemo slike, ki nosijo informacije tako o amplitudi kot tudi o fazi, 
zato se, v nasprotju s kristalografijo, izognemo faznemu problemu. Čeprav je 
končni rezultat obeh metod podoben – karta gostote, ki nam z določeno 
ločljivostjo nakaže zgradbo vzorca – pa je v karti precejšnja razlika, glede na to ali 
je pridobljena s pomočjo X-žarkov ali elektronov. X-žarki namreč sipajo na 
elektronih atomov, zato s to metodo pridobimo karto elektronske gostote 
znotraj preučevane molekule. Po drugi strani pa je sipanje elektronov posledica 
interakcije z neto nabojem elektronov ter jeder atomov (Coulombov potencial). 
Rekonstruirana 3D krio-EM gostota zato predstavlja karto Coulombovega 
(elektrostatičnega ali električnega) potenciala vzorca (Marques idr., 2019). 
 
Pri postopku SPA poteka avtomatizirana 3D rekonstrukcija krio-EM gostote po t.i. 
''zlatem standardu'' z namenom zagotavljanja nepristranskosti ter preprečitve 
prenasičenosti signala zaradi šuma (Scheres in Chen, 2012). Izbrani delci so 
naključno razdeljeni na dva dela, nato pa je iz vsakega dela rekonstruirana 
neodvisna krio-EM gostota. Obe gostoti sta med seboj primerjani s Fourierovo 
lupinsko korelacijo (FSC, angl. Fourier Shell correlation) kot funkcijo ločljivosti 
(slika 10A). FSC prikazuje razmerje med signalom in šumom in pada z 
naraščanjem ločljivosti. Globalna oz. končna ločljivost krio-EM gostote pa je 
določena pri vrednosti FSC = 0,143 (Rosenthal in Henderson, 2003; Scheres in 
Chen, 2012). Ločljivost pri tej vrednosti je namreč enaka ločljivosti, pri kateri je 
vrednost korelacije med končno rekonstruirano gostoto in idealno referenčno 
gostoto enaka vrednosti 0,5 (Rosenthal in Henderson, 2003). S programi, kot sta 
MonoRes (Vilas idr., 2018) in ResMap (Kucukelbir idr., 2014), pa lahko določimo 
lokalno ločljivost različnih regij gostote. 
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Slika 10: Rekonstrukcija krio-EM gostote GroEL. Prirejeno po (Scheres in Chen, 2012). (A) FSC graf 
prikazuje korelacijo med dvema polovicama podatkov (polni črti) ter celotnim setom podatkov s 
kristalno zgradbo (črtkani črti). Z rekonstrukcijo po zlatem standardu (črni črti) se izognemo 
prenasičenosti signala, v nasprotju s klasičnim načinom rekonstrukcije (sivi črti), s katero lahko 
precenimo končno ločljivost gostote. (B) Centralni rezini krio-EM gostot GroEL, pridobljeni z 
rekonstrukcijo po zlatem standardu ali na klasičen način. Merilo prikazuje 100 Å. 
 
Kljub tehnološkemu in programskemu napredku v krio-EM pa še vedno ostajata 
aktualni dilemi princip določanja ločljivosti krio-EM gostote ter ustrezna 
validacija 3D atomskega modela (Neumann idr., 2018). Trenutno se za validacijo 
največkrat uporablja program MolProbity (Williams idr., 2018), ki izračuna oceno 
kvalitete modela (pravilna geometrija, ustreznost rotamerov, Ramachandranov 
diagram, kontaktna razdalja med posameznimi atomi…). Ujemanje modela s 
krio-EM gostoto pa ocenimo na podlagi korelacije med njima, pri čemer 
primerjamo rekonstruirano krio-EM gostoto z gostoto, izračunano na podlagi 
zgrajenega modela. Korelacijo lahko izračunamo v realnem prostoru (koeficient 
korelacije (CC)) ali Fourierovem prostoru (ločljivost, kjer FSC med krio-EM 
gostoto ter gostoto modela pade pod 0,5) (Afonine idr., 2018b) (slika 10A). 
1.4.2 Rekonstrukcija vijačnice na podlagi analize posameznega delca  
Za določevanje zgradbe heličnih virusov se zaradi njihove arhitekture največkrat 
uporablja pristop rekonstrukcije vijačnice na podlagi SPA (Agirrezabala idr., 2015; 
Cuesta idr., 2019; DiMaio idr., 2015; Ge in Zhou, 2011; Zamora idr., 2017). 
Metoda temelji na SPA protokolih, kjer pa kot posamezne delce analiziramo 
segmente filamentov ter v njihovo poravnavo in 3D rekonstrukcijo vključimo še 
parametre simetrije vijačnice (He in Scheres, 2017). Vsako podenoto na vijačnici 
lahko opišemo s tremi parametri: radij vijačnice (r), vzpon (z) ter kot rotacije 
(φ) (Stewart, 1988) (Slika 11). Vzpon je opredeljen kot razdalja v smeri z med 
dvema sosednjima podenotama na vijačnici, medtem ko razdaljo v smeri z, ko 
vijačnica naredi popoln zavoj, imenujemo višina zavoja. 
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Slika 11: Definicija simetrije vijačnice. 3D mrežo vijačnice (levo) lahko razgrnemo v ravnino, s 
čimer pridobimo 2D mrežo na diagramu (desno), kot je prikazano na primeru enojne vijačnice 
(zgoraj) in trojne vijačnice (spodaj). V 3D prostoru vijačnico opišejo parametri vzpon (z), radij (r) 
ter rotacija (φ), medtem ko na diagramu prikažemo višino (z) v odvisnosti od rotacije (φ). 
Prirejeno po (He in Scheres, 2017). 
 
Podobno lahko podenote vijačnice v Fourierovem prostoru opišemo z radijem 
(𝑅), translacijo iz izhodišča (𝑙) ter kotom rotacije (𝜙), zato lahko okvirne 
parametre vijačnice izračunamo s pomočjo 2D vzorcev sipanja v Fourierovem 
prostoru z metodo, imenovano Fourier-Besslovo indeksiranje linijskih črt (Diaz 
idr., 2010; Egelman, 2010; He in Scheres, 2017; Sachse, 2015; Stewart, 1988) 
(slika 12). Določitev optimalnih parametrov vijačnice je verjetno najzahtevnejši in 
najpomembnejši korak pri določanju 3D zgradbe vijačnic, saj že majhne napake 
lahko vodijo v napačno rekonstrukcijo (Egelman, 2014). Do napak največkrat 
prihaja pri računanju okvirnih parametrov simetrije s Fourier-Besslovim 
indeksiranjem ali kasneje pri avtomatiziranem iskanju optimalnejših parametrov 
simetrije, kjer so problematični lažni lokalni minimumi (Egelman, 2014; He in 
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Scheres, 2017). Dvom o pravilnosti parametrov lahko ovržemo šele v primeru, ko 
uspemo pridobiti zgradbo z blizu-atomsko ločljivostjo, kjer lahko iz krio-EM 
gostote razločimo obliko α-vijačnice ali celo posamezne aminokislinske ostanke 
(Egelman, 2014). 
 
 
 
Slika 12: Določanje simetrije vijačnice v Fourierovem prostoru. Prirejeno po (Diaz idr., 2010). (A) 
Fourierova transformacija vijačnice. Iz take transformacije lahko s pomočjo dveh vektorjev, ki sta 
podana z razdaljo od meridiana (R) ter zaporedno številko linijske črte (𝑙), izračunamo pozicijo 
podenot vijačnice, ki so prikazane na diagramu (B). Red Besslove funkcije izračunamo iz Besslove 
funkcije 𝐽𝑛(2𝜋𝑅𝑟0), kjer 𝑛 predstavlja red Besslove funkcije 𝐽𝑛; 𝑟0 predstavlja polmer viriona v 
realnem prostoru, 𝑅 pa predstavlja razdaljo med meridianom ter prvim maksimumom linijske 
črte.
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2 NAMEN IN HIPOTEZE 
Že leta 1976 so Mcdonald idr. predpostavili, da se CPPVY ob odsotnosti vRNA 
samosestavi v diske, ki se nalagajo eden na drugega in tako tvorijo dolge 
fleksibilne filamente, kar je v nasprotju s plaščem virusa, ki ima simetrijo vijačnice 
(McDonald idr., 1976). Kasneje zaradi ekstremne fleksibilnosti filamentov ni bilo 
izvedene podrobnejše študije o zgradbi PVY-a oz. pripadajočih VLP-jev. Hiter 
razvoj krio-elektronske mikroskopije v zadnjih letih sedaj omogoča določanje 
zgradbe fleksibilnih filamentoznih delcev pri blizu-atomski ločljivosti. Prva 
hipoteza doktorske naloge je zato bila, da nam bo določitev zgradbe plašča 
krompirjevega virusa Y in pripadajočih virusom podobnih delcev omogočila 
vpogled v specifične interakcije med podenotami plaščnega proteina, ki 
vplivajo na različno simetrijo in stehiometrijo sestavljanja v prisotnosti ali 
odsotnosti matrične RNA. 
 
Prva določena zgradba plaščnega proteina fleksibilnega filamentoznega virusa, 
CPPapMV, ki sicer spada med poteksviruse, je nakazala, da je N-končna regija CP-ja 
pomembna za sestavljanje v virusni plašč (Yang idr., 2012). Kljub nizkemu deležu 
ujemanja v aminokislinskem zaporedju med CPPapMV in CPPVY (27 % podobnost), 
pa je predvideni model prostorske zgradbe CPPVY precej podoben zgradbi CPPapMV. 
Iz tega smo sklepali, da ima tudi N-končna regija CPPVY vlogo pri povezovanju CP 
enot v virusni plašč. Glede na to, da je primarna zgradba osrednje regije med 
potivirusi dobro ohranjena, medtem ko je variabilnost končnih regij večja, smo 
predvidevali, da bi nekatere spremembe na N- ali C-koncu CPPVY oz. na stičišču 
sosednjih CP enot v plašču onemogočile samosestavljanje, obenem pa ne bi 
vplivale na tridimenzionalno zgradbo preostalega dela CP. Druga hipoteza 
doktorske naloge je bila, da je možno z genskim inženiringom pripraviti CP 
mutante, ki bodo ohranili pravilno zvitje, obenem pa ne bodo zmožni 
samosestavljanja v daljše filamente. 
 
Zastavljeni cilji: 
(1) Določiti zgradbo plašča filamentoznega virusa PVY, zgrajenega iz okoli 2000 
kopij plaščnega proteina CP, ki se simetrično sestavijo okoli virusne RNA.  
 
(2) Določiti zgradbo PVY-virusom podobnih delcev, ki so zgrajeni iz več tisoč kopij 
plaščnega proteina CP v odsotnosti RNA. 
 
(3) Preučiti aminokislinske ostanke, ki sodelujejo pri samosestavljanju fleksibilnih 
delcev oz. aminokislinske ostanke, izpostavljene na površini teh delcev, za 
kasnejše namene mutageneze pri razvoju nanotehnoloških aplikacij. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 AMINOKISLINSKO ZAPOREDJE UPORABLJENIH CPPVY 
3.1.1 Izbira virusa in rekombinantnih CPPVY 
Za določitev 3D zgradbe ter biokemijsko in biofizikalno karakterizacijo 
fleksibilnega filamentoznega virusa PVY smo uporabili iz rastlin tobaka (Nicotiana 
tabacum cv Xanthi) izolirane virione seva PVYNTN (GenBank koda KM396648). 
Eksperimente na rastlinah pa smo izvedli z infektivnim klonom virusa PVYN605 
(Bukovinszki idr., 2007). Poravnava aminokislinskih zaporedij plaščnega proteina 
obeh virusov je prikazana na sliki 13.  
 
 
Slika 13: Poravnava aminokislinskih zaporedij plaščnega proteina PVY
NTN
 in PVY
N605
. Rdeča: majhni 
in hidrofobni aminokislinski ostanki; modra: negativno nabiti ostanki; roza: pozitivno nabiti 
ostanki; zelena: aminokislinski ostanki s hidroksilno, tiolno ali amino skupino ter glicin. Poravnava 
je bila pripravljena s programom Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/).   
 
Heterologno izražanje CPPVY v bakterijskih celicah vodi v nastanek virusu 
podobnih delcev. Rekombinantne VLP-je smo pridobili iz plaščnega proteina 
virusnega seva PVYNTN. Pripravili smo tudi konstrukte z zaporednimi delecijami 
aminokislin na N- ali C-koncu CP-ja, in sicer: N9, N19, N29, N39, N49, 
N59, N69 in N79 ter C10, C20, C30, C40, C50 in C60. N mutante 
smo za lažjo izolacijo pripravili z N- ali C-končno histidinsko oznako His6. Da smo 
ovrednotili vpliv oznake His6 na VLP delce, pa smo pripravili tudi divji tip CP z 
N- ali C-končno His6 oznako. 
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3.1.2 Poravnava konsenznega aminokislinskega zaporedja CP-jev potivirusov 
Za analizo ohranjenosti zaporedja potivirusnih CP-jev smo pripravili 
aminokislinsko poravnavo zaporedij CP-jev različnih potivirusov. V podatkovni 
zbirki NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) smo glede na deponirano število 
posameznih zaporedij izbrali 36 aminokislinskih zaporedij CP-ja PVY izolatov, 64 
zaporedij CP-ja virusa mozaika ovršnih listov banane (BBrMV, angl. banana bract 
mosaic virus), 9 zaporedij CP-ja virusa lisavosti mrkača (BiMoV, angl. bidens 
mottle virus), 4 zaporedja CP-ja virusa mozaika mrkača (BiMV, angl. bidens 
mosaic virus), 5 zaporedij CP-ja virusa mozaika drevesastega kristavca (BruMV, 
angl. Brugmansia mosaic virus), 45 zaporedij CP-ja virusa rumenega mozaika 
fižola (BYMV, angl. bean yellow mosaic virus), 15 zaporedij CP-ja virusa žilne 
lisavosti čilija (ChiVMV, angl. chilli veinal mottle virus), 13 zaporedij CP-ja virusa 
rumenih žil detelje (ClYVV, angl. clover yellow vein virus), 28 zaporedij CP-ja 
virusa mozaika divjega sirka (JGMV, angl. johnsongrass mosaic virus), 12 
zaporedij CP-ja virusa mozaika solate (LMV, angl. lettuce mosaic virus), 12 
zaporedij CP-ja virusa lisavosti arašida (PeMoV, angl. peanut mottle virus), 7 
zaporedij CP-ja virusa lisavosti paprike (PepMoV, angl. pepper mottle virus), 10 
zaporedij CP-ja virusa rumenega mozaika paprike (PepYMV, angl. pepper yellow 
mosaic virus), 5 zaporedij CP-ja virusa močnega mozaika paprike (PepSMV, angl. 
pepper severe mosaic virus), 44 zaporedij CP-ja virusa obročkaste pegavosti 
papaje (PRSV, angl. papaya ringspot virus), 6 zaporedij CP-ja perujskega virusa 
mozaika paradižnika (PTV, angl. Peru tomato mosaic virus), 32 zaporedij CP-ja 
virusa V krompirja (PVV, angl. potato virus V), 59 zaporedij CP-ja virusa mozaika 
navadne soje (SMV, angl. soybean mosaic virus), 5 zaporedij CP-ja virusa 
klorotične lisavosti sončnice (SuCMoV, angl. sunflower chlorotic mottle virus), 77 
zaporedij CP-ja virusa razjed tobaka (TEV, angl. tobacco etch virus), 73 zaporedij 
CP-ja virusa mozaika repe (TuMV, angl. turnip mosaic virus) ter 54 zaporedij CP-ja 
virusa mozaika lubenice (WMV, angl. watermelon mosaic virus). Zaporedja CP-jev 
posameznih virusov smo poravnali z algoritmom ClustalW v programu MEGA7 (S. 
Kumar idr., 2016). Nato smo v programu BioEdit (Hall, 1999) pripravili konsenzna 
zaporedja in jih poravnali v programu MEGA7.  
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3.2 PRIPRAVA GENSKIH KONSTRUKTOV  
3.2.1 Verižna reakcija s polimerazo 
Plazmid z genom za PVYNTN CP za heterologno izražanje VLP-jev v bakterijah smo 
pripravili iz virusne RNA že v predhodnih študijah (Kežar, 2015). Za namene te 
doktorske naloge smo pripravili še N- in C-končne delecijske mutante CP-ja. 
Genske konstrukte delecijskih mutantov smo pripravili s pomočjo verižne reakcije 
s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR), kjer smo kot izhodno DNA 
uporabili plazmid pT7-7 z vključkom za CP ter oligonukleotide iz preglednic v 
prilogah 1, 3 in 4. Oligonukleotide smo naročili pri podjetjih Eurofins Genomics 
oz. Integrated DNA Technologies ter jih raztopili v MQ do koncentracije 10 
pmol/μl.  
 
PCR mešanica je vsebovala 50 ng izhodne DNA, 5 µl vsakega oligonukleotida ter 5 
µl 10x PCR pufra, 5 µl dNTP, 2 µl MgSO4 in 1 µl polimeraze iz kompleta kemikalij 
KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen, Japonska). Mešanico smo dopolnili z 
MQ do 50 µl. Potek PCR reakcije v napravi GeneAmp PCR System 2700 (Applied 
Biosystems, ZDA) je prikazan v preglednici 2. 
Preglednica 2: Pogoji PCR reakcije. 
 Korak Čas Temperatura 
 Aktivacija polimeraze 3 min 95 °C 
 
30 ciklov 
Denaturacija DNA 20 sec 95 °C 
Prileganje oligov 15 sec 55-65 °C 
Podaljševanje DNA 20 sec 72 °C 
 Končno podaljševanje 5 min 72 °C 
 
Znotraj CP zaporedja sta naravno prisotni dve prepoznavni mesti za restrikcijo z 
encimom XhoI. Pri pripravi mutantov z delecijo C-konca smo želeli uporabiti ta 
encim, zato smo v zaporedje uvedli dve tihi točkovni mutaciji, s katerima smo 
odstranili naravno prisotni prepoznavni mesti encima XhoI. Izvedli smo 
mestno-specifično mutagenezo z le enim spremenjenim oligonukleotidom 
(priloga 2) (Shenoy in Visweswariah, 2003). Pripravili smo 50 µl reakcijske 
mešanice po navodilih kompleta KOD Hot Start Polymerase (Novagen, Japonska) 
s 100 ng matrične DNA in 20 pmol oligonukleotida. Protokol reakcije je prikazan v 
preglednici 3. Po končani reakciji smo z encimom DpnI (New England Biolabs, 
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ZDA) razgradili metilirano matrično DNA. Razgradnja je potekala 5 h pri sobni 
temperaturi. 
Preglednica 3: Pogoji PCR reakcije za mestno-specifično mutagenezo 
 Korak Čas Temperatura 
 Aktivacija polimeraze 3 min 95 °C 
 
18 ciklov 
Denaturacija DNA 60 sec 95 °C 
Prileganje oligov 60 sec 55 °C 
Podaljševanje DNA 90 sec 68 °C 
 Končno podaljševanje 20 min 72 °C 
 
3.2.2 Čiščenje DNA fragmentov z gelsko agarozno elektroforezo 
Pridobljene PCR pomnožke smo preverili in očistili z agarozno gelsko 
elektroforezo. V ta namen smo uporabili 1 % agarozni gel z etidijevim bromidom, 
pripravljenim na Odseku za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo, 
Kemijski inštitut. V jamice smo odpipetirali predhodno pripravljene vzorčke, ki so 
vsebovali vseh 50 µl mešanice po PCR reakciji ter 10 µl nanašalnega barvila 6x 
Gel Loading Dye Purple (New England Biolabs, ZDA). Elektroforeza je potekala 
45 min pri napetosti 100 V. Velikost DNA fragmentov smo določili s pomočjo 
standardov  DNA/HindIII, GeneRuler DNA Ladder Mix ali MassRuler DNA Ladder 
Mix. Lise pri ustreznih velikostih vključkov smo izrezali ter izolirali iz gela s 
kompletom kemikalij Monarch DNA Gel Extraction Kit (New England Biolabs, 
ZDA) po navodilih proizvajalca. 
3.2.3 Restrikcija DNA z restriktazami 
Očiščene PCR pomnožke ter želeni plazmid smo razrezali z ustreznimi 
restriktazami (priloge 1, 3 in 4) in tako pripravili vključke in plazmid, ki smo jih 
preko lepljivih koncev sestavili za izražanje v bakterijskih celicah. 
 
Mešanica za restrikcijo je vsebovala 30 µl PCR pomnožka, 3 µl posameznega 
encima, 10 µl pufra 10x CutSmart buffer (New England Biolabs, ZDA). Mešanico 
smo dopolnili z MQ do 100 µl. Restrikcija je potekala 0,5-3 h (po navodilih 
proizvajalca za posamezen encim) pri 37 °C, nato smo restriktaze inaktivirali z 
20-minutno inkubacijo pri 60 ali 80 °C. Razrezanim fragmentom smo dodali 20 µl 
nanašalnega barvila 6x Gel Loading Dye Purple (New England Biolabs, ZDA) in 
očistili z gelsko agarozno elektroforezo (Poglavje 3.2.2).  
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3.2.4 Ligacija genskih vključkov v plazmidne vektorje 
Za ligacijo vključkov v ustrezen plazmid (priloge 1, 3 in 4) smo v 10-mikrolitrsko 
reakcijsko mešanico dodali plazmid in vključek v molarnem razmerju 1 : 5 ter 1 µl 
10x pufra T4 buffer (Thermo Scientific, Litva) in 1 µl encima T4 DNA ligase 
(Thermo Scientific, Litva). Ligacija je potekala 30 min pri sobni temperaturi, nato 
je sledil vnos plazmidov v kompetentne celice DH5-α. 
3.2.5 Transformacija celic 
Za pomnoževanje plazmidov smo uporabili bakterijske celice Esherichia coli 
DH5-α. Kompetentne celice za transformacijo DH5-α so bile predhodno 
pripravljene na Odseku za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo, Kemijski 
inštitut, in shranjene v 100-mikrolitrskih alikvotih pri -80 °C. Celice smo 
odmrzovali 5 min na ledu ter jim nato dodali 1 µl plazmidne DNA. Mešanico smo 
30 min inkubirali na ledu, nato je sledil 90-sekundni toplotni šok pri 42 °C. 
Mešanico smo zopet ohladili na ledu in ji dodali 500 µl gojišča SOB (5 g/l Bacto 
Yeast Extract (BD, ZDA), 20 g/l Bacto Tryptone (BD, ZDA), 0,6 g/l NaCl (Merck, 
Nemčija), 0,5 g/l KCl (Merck, Nemčija), 10 mM MgCl2 (Sigma-Aldrich, Indija) in 
10 mM MgSO4 (Merck, Nemčija). Nato smo transformirane celice stresali v 
stresalniku pri 160 vrt./min in 37 °C. Po 1 h stresanja smo suspenzijo celic 
razmazali na agarne plošče z ustreznim antibiotikom (priloge 1, 3 in 4) ter jih 
inkubirali preko noči pri 37 °C ali dva dni pri sobni temperaturi. 
3.2.6 Izolacija plazmidne DNA iz bakterijskih celic 
Iz agarnih plošč smo s sterilnim zobotrebcem prenesli posamezne kolonije v 7 ml 
tekočega gojišča LB (5 g/l Bacto Yeast Extract, 10 g/l Bacto Tryptone, 10 g/l NaCl) 
z ustreznim antibiotikom (priloge 1, 3 in 4) ter erlenmajerice preko noči stresali 
pri 160 vrt./min in 37 °C. Naslednji dan smo iz celic izolirali plazmidno DNA s 
kompletom kemikalij Monarch Plasmid Miniprep Kit (New England Biolabs, ZDA) 
po navodilih proizvajalca. 
 
Uspešnost priprave plazmida z želenim vključkom smo preverili z restrikcijo, ki ji 
je sledila gelska agarozna elektroforeza. Pravilno zaporedje plazmidov, ki so 
vsebovali vključke primernih dolžin, smo potrdili s sekvenciranjem pri podjetju 
GATC Biotech (Nemčija). 
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3.3 PRIPRAVA VIRUSA IN REKOMBINANTNIH CP-JEV  
3.3.1 Izolacija in čiščenje virusa 
Virus PVYNTN smo iz listov tobaka izolirali v sodelovanju z Odsekom za sistemsko 
biologijo in biotehnologijo, Nacionalni inštitut za biologijo, po postopku 
opisanem v Rupar idr., 2013. Vrhnje liste okužene rastline Nicotiana tabacum cv 
Xanthi smo homogenizirali v ekstrakcijskem pufru (500 mM trinatrijev citrat 
(Sigma-Aldrich) (pH 7,4), 20 mM DIECA (Sigma), 5 mM EDTA (Sigma)) ter 
centrifugirali pri 4500 g, da smo odstranili ostanke rastlinskega tkiva. Dodali smo 
detergent Triton X-100 do končne koncentracije 3 % (V/V) ter centrifugirali pri 
47000 g. Po centrifugiranju se je frakcija z virusom nahajala v sedimentu. Virus 
smo dalje očistili z zaporednim centrifugiranjem na saharoznem ter CsCl 
gradientu. Očiščen virus smo dializirali, sedimentirali in resuspendirali v 5 mM 
dinatrijevem tetraboratnem pufru (pH 8,0). Pridobili smo spektrofotometrično 
izmerjeno koncentracijo virusa 3,7 mg/ml z razmerjem A260/A280 1,27, kar je 
značilno za očiščene PVY virione. Homogenost vzorca smo potrdili s TEM z 
negativnim kontrastiranjem. 
3.3.2 Rekombinantno izražanje in izolacija CP-ja in njegovih mutiranih oblik 
Plazmide z vključki za izražanje CP-ja divjega tipa in delecijskih mutantov (priloge 
1, 3 in 4) smo s toplotnim šokom (Poglavje 3.2.5) transformirali v bakterijske 
celice E. coli BL21(DE3), ki so namenjene izražanju proteinov. S kulturo iz agarne 
plošče smo inokulirali 10 ml tekočega gojišča LB z ustreznim antibiotikom (priloge 
1, 3 in 4). Celice smo stresali 3-5 h pri 160 vrt./min in 37 °C, nato smo 5 ml 
kulture prenesli v 100 ml tekočega gojišča LB z ustreznim antibiotikom in stresali 
preko noči pri 160 vrt./min in 37 °C. Naslednji dan smo po 10 ml prekonočne 
kulture prenesli v 500 ml produkcijskega gojišča 2x YT (10 g/l Bacto Yeast Extract, 
16 g/l Bacto Tryptone in 5 g/l NaCl) z dodanim 5 mM MgCl2, 2 mM CaCl2 (Merck, 
Nemčija) ter ustreznim antibiotikom. Celično kulturo smo stresali pri 160 vrt./min 
in 30 °C do optične gostote ~0,8 pri valovni dolžini 600 nm. Nato smo celice 
inducirali z dodatkom 0,2 mM IPTG (Gold Biotechnology) ter jih preko noči 
stresali pri 20 °C. Naslednji dan smo celice odcentrifugirali iz gojišča pri 4000 g ter 
jih resuspendirali v PBS pufru (1,47 mM KH2PO4 (Sigma-Aldrich, Japonska), 
137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4 (Merck, Nemčija), 2,7 mM KCl (pH 7,4)). Celice 
smo razbili s soniciranjem z ultrazvočnim razbijalcem Ultrasonic Processor 
(Cole-Parmer, ZDA) po sledečem protokolu: 1 s soniciranja, 2 s pavze (skupaj 
7-14 min soniciranja) z amplitudo razbijanja 38 %. Lizate smo centrifugirali 
40 min na 30000 g. Čiščenje smo nadaljevali s proteini iz supernatanta. 
3 Materiali in metode 
31 
 
3.3.3 Čiščenje rekombinantnih CP-jev brez His6 oznake 
Brez His6 oznake smo očistili naslednje rekombinantne proteine: divji tip CP, 
C40 in ∆C60. Izražene proteine, ki so se nahajali v supernatantu, smo oborili v 
4 % (m/V) PEG 8000 (Sigma-Aldrich, Nemčija) in 0,5 M NaCl. Raztopino smo z 
mešalom 20 min mešali pri 4 °C ter nato oborjene proteine posedli z 
20-minutnim centrifugiranjem pri 14000 g in 4 °C. Sediment smo preko noči s 
stresanjem pri 150 vrt./min resuspendirali v PBS pufru pri 4 °C. Naslednji dan 
smo suspenzijo centrifugirali 20 min pri 35000 g in 4 °C ter sediment zavrgli. 
Sledilo je ločevanje delcev iz supernatanta s 6-urnim ultracentrifugiranjem v 
ultracentrifugi L7-55 Ultracentrifuge (Beckmann) pri 117000 g in 4 °C preko 9 ml 
20-60 % (m/V) saharoznega gradienta. Po končanem ultracentrifugiranju smo od 
vrha proti dnu gradienta odpipetirali mililitrske frakcije ter v vseh frakcijah 
preverili prisotnost proteinov s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti 
natrijevega dodecil sulfata (NaDS-PAGE). Frakcije z najbolj čistim CP-jem smo 
združili (v večini primerov zadnjih 4-5 frakcij) ter jih dializirali preko noči proti PBS 
pufru (pH 7,4) v dializnem črevesu Spectra/Por Dialysis Membrane MWCO 
12000-14000 (Spectrumlabs, ZDA) pri 4 °C. Pri C mutantih smo za povečanje 
topnosti v pufer dodali 5 % (V/V) glicerol. Po končani dializi smo vzorce 
koncentrirali preko 15 ml 100-kDa Amicon Ultra koncentratorjev (Millipore, ZDA) 
do končne koncentracije 0,5-5 mg/ml. Koncentracijo smo izračunali po enačbi (1). 
Ekstinkcijski koeficient za vsak vzorec smo glede na aminokislinsko zaporedje CP 
pridobili z orodjem ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). 
 
𝑐 =
𝐴280
𝜀 × 𝑙
                                                                  (1) 
 
kjer 𝑐 predstavlja koncentracijo proteinov, 𝐴280 izmerjeno absorbanco pri valovni 
dolžini 280 nm, 𝜀 ekstinkcijski koeficient ter 𝑙 dolžino optične poti. 
3.3.4 Čiščenje rekombinantnih CP-jev s His6 oznako  
S pomočjo His6 oznake smo očistili N-končna delecijska mutanta ΔN49 in ΔN69 
ter kontrolni divji tip CP-ja, vse s His6 oznako na C-koncu, saj se je le-ta izkazala za 
bolj primerno v primerjavi z N-končno oznako. Za čiščenje označenih proteinov 
smo uporabili Ni-afinitetno kromatografijo z nosilcem Ni-NTA Superflow (Qiagen, 
Nemčija) na HPLC sistemu Äkta Purifier (Amersham Biosciences, Velika Britanija). 
Želene proteine, ki so se preko oznake His6 vezali na 2 ali 4 ml Ni-NTA kolono, 
smo iz kolone eluirali s PBS pufrom (pH 7,4) z dodanim 5 % (V/V) glicerolom 
(Kemika, Hrvaška) in 300 mM imidazolom (Sigma, Švica). V kontrolnem vzorcu z 
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divjim tipom CP z oznako His6 smo že v bakterijskem lizatu opazili, da oznaka 
nima vpliva na sestavljanje v filamente, zato smo izpustili korak s cepljenjem 
proteina s TEV proteazo in čiščenje proteina zaključili s koncentriranjem v 
100-kDa Amicon Ultra koncentratorjih (Millipore, ZDA). Oznaka His6 tudi v 
primeru vzorcev N49 in N69 ni imela vpliva na sestavljanje oligomerov, vendar 
smo oznako vseeno odcepili s TEV proteazo zaradi kasnejše lažje primerjave 
delecijskih mutantov z divjim tipom CP. V tem primeru smo eluirane proteine po 
prvi stopnji Ni-afinitetne kromatografije preko noči pri 4 °C dializirali proti PBS 
pufru (pH 7,4) s 5 % (V/V) glicerolom ter dodano TEV proteazo (proteaza je bila 
pripravljena na Odseku za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo, Kemijski 
inštitut). Za dializo smo uporabili kasete za dializo Slide-A-Lyzer Dialysis Casette 
MWCO 10000 (ThermoScientific, ZDA). Dializi je sledila še druga stopnja čiščenja 
z Ni-afinitetno kromatografijo, kjer so se na kolono vezale nečistoče ter 
odcepljene His6 oznake, očiščeni CP-ji pa so se eluirali v nevezani frakciji. 
Nevezano frakcijo smo skoncentrirali v 10- ali 30-kDa Amicon Ultra 
koncentratorjih (Millipore, ZDA). Sledilo je čiščenje s kromatografijo z ločevanjem 
po velikosti (SEC) preko kolon Superdex 200 10/300 GL (24 ml) ali Superdex 200 
16/60 PG (120 ml) (GE Healthcare, Velika Britanija). Kot mobilno fazo smo 
uporabili PBS pufer s 5 % (V/V) glicerolom (pH 7,4), le pri ΔN49 vzorcu, ki je bil 
namenjen za kristalizacijo, smo uporabili 15 mM Tris/HCl, 130 mM NaCl in 5 % 
(V/V) glicerol (pH 7,4). Frakcije z želenimi proteini smo združili ter ponovno 
koncentrirali v 10- ali 30-kDa Amicon Ultra koncentratorjih (Millipore, ZDA). 
3.3.5 Presevna elektronska mikroskopija (TEM) s tehniko negativnega 
kontrastiranja 
S TEM smo preverjali prisotnost virionov v rastlinah ter uspešnost 
samosestavljanja rekombinantnih CP-jev v filamente. Raztopine virusa in CP-jev 
smo 5 min inkubirali na bakrenih mrežicah s 400 polji (SPI Supplies, ZDA), 
prevlečene s formvar folijo in naprašene z ogljikom, ter nato odvečno raztopino 
popivnali s filtrirnim papirjem. Vzorce smo kontrastirali z 1 % (m/v) uranil 
acetatom, nato smo kontrastirno sredstvo odpivnali s filtrirnim papirjem ter 
posušili mrežico. Mikrografije smo posneli s presevnim elektronskim 
mikroskopom Philips CM100 pri 80 kV, opremljenim s kamero Orius SC200, pri 
čemer smo uporabili programsko opremo Digital Micrograph (Gatan, ZDA). Ta del 
eksperimentov je bil opravljen na Nacionalnem inštitutu za biologijo, večino 
mrežic in meritve ter izbor mikrografij je opravila dr. Magda Tušek Žnidarič. 
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3.4 PRISTOPI STRUKTURNE BIOLOGIJE 
3.4.1 Določanje zgradbe PVY  
3.4.1.1 Zajem podatkov s krio-EM 
Ta del eksperimentov smo opravili na Central European Institute of Technology, 
Brno, Češka, s pomočjo raziskovalcev dr. Jiříja Nováčka in Martina Poláka. PVY s 
koncentracijo 3,7 mg/ml smo redčili 1:3 v 5 mM natrijevem tetraboratnem pufru 
(pH 8,0). 4 µl redčenega vzorca smo nanesli na bakrene Quantifoil R 2/1 mrežice 
s 300 polji (Quantifoil, Nemčija). Z robotom za vitrifikacijo Vitrobot Mark IV (FEI) 
smo mrežice zamrznili v tekočem etanu in jih do uporabe shranili v tekočem 
dušiku. Zajemanje podatkov je potekalo na presevnem krio-elektronskem 
mikroskopu Titan Krios pri napetosti 300 kV. Mikroskop je bil opremljen z 
direktnim detektorjem elektronov Falcon II, s katerim smo vzorec snemali pri 
defokusu 2,2 – 1,0 µm. Posamezno mikrografijo smo sestavili iz 16 slik, posnetih 
v času 1 s. Celokupna doza elektronov skozi vzorec je v tem času znašala 48 e-/Å2. 
Ker prehajanje elektronov skozi vzorec povzroči tudi nezaželeno premikanje 
delcev na mrežici, smo za poravnavo sličic uporabili program MotionCor2 (Zheng 
idr., 2017). Na vse posnete mikrografije vpliva tudi funkcija prenosa kontrasta 
(CTF, angl. contrast transfer function) presevnega elektronskega mikroskopa, ki 
je posledica nepopolnih leč ter snemanja v defokusu. Ti parametri v Fourierov 
prostor posnete slike uvedejo frekvenčno-odvisna nihanja, zato je za nadaljnjo 
rekonstrukcijo pri visoki ločljivosti pomembno, da čim bolj natančno določimo in 
popravimo parametre, kot sta astigmatizem in defokus posamezne mikrografije 
(Marabini idr., 2015). Za določitev CTF parametrov smo uporabili program Gctf 
(Zhang, 2016).  
3.4.1.2 Rekonstrukcija 3D krio-EM gostote za PVY 
i) Ekstrakcija segmentov iz mikrografij. 
Posneli smo 726 mikrografij vzorca PVYNTN, izmed katerih smo glede na 
astigmatizem, defokus ter ločljivost slike izbrali najboljših 235 mikrografij za 
določitev zgradbe virusa. Na izbranih mikrografijah smo v programskem paketu 
EMAN 2.1 (Bell idr., 2016) s programom e2helixboxer.py ročno označili virione 
(slika 14b). Za kasnejšo obdelavo podatkov je pomembno, da so označeni deli 
virionov čim daljši ter čim bolj ravni, saj tako pridobimo strukturno najbolj 
homogene dele virionov. Nadaljnji koraki obdelave podatkov po metodi 
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rekonstrukcije vijačnice na podlagi analize posameznega delca so potekali v 
programu Relion 2.1 (He in Scheres, 2017). Z njim smo iz predhodno označenih 
delov virionov (slika 14b) ekstrahirali 215123 PVY segmentov z velikostjo 360 
pikslov x 360 pikslov, t.i. 2D projekcije segmentov (slika 14, c in d).  
 
 
 
Slika 14: Postopek obdelave krio-EM podatkov pri določanju zgradbe PVY
NTN
. 
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ii) 2D klasifikacija ekstrahiranih segmentov.  
Ekstrakciji segmentov je sledila klasifikacija pridobljenih segmentov v razrede 
(slika 14e). Med klasifikacijo se 2D projekcije, ki vsebujejo delce z enakimi 
karakteristikami ter enako orientacijo, razvrstijo v iste razrede. Po končani 
klasifikaciji je vsak razred prikazan kot povprečje vsebovanih 2D projekcij s t. i. 
sliko povprečja 2D razreda (angl. 2D class average image). Bolj kot se 2D 
projekcije istega razreda ujemajo, bolj natančno so definirane posamezne 
strukturne komponente delca (npr. α-vijačnice) na sliki povprečja 2D razreda. 2D 
klasifikacijo brez podanega ab initio modela smo ponovili dvakrat in vsakič za 
nadaljnjo rekonstrukcijo izbrali le segmente iz razredov, kjer so bile 2D projekcije 
na sliki povprečja dobro definirane (slika 14, e in f). S tem smo iz postopka 
procesiranja izločili deformirane segmente, šum iz ozadja ter kontaminacije (led, 
zamrznjen etan, film iz ogljika) (slika 14e, spodnji dve vrsti 2D razredov). Po drugi 
klasifikaciji nam je tako ostalo 162213 2D projekcij PVY segmentov za 3D 
klasifikacijo in rekonstrukcijo. 
 
iii) Določitev parametrov simetrije ter priprava geometričnega modela. 
Za nadaljnjo rekonstrukcijo v 3D prostoru smo potrebovali začetno oceno 
parametrov simetrije vijačnice virusnega plašča, ki smo jih izračunali iz 
Fuorierove transformacije virusnih segmentov (He in Scheres, 2017) (slika 14g in 
15). V ta namen smo iz osnovnih mikrografij ekstrahirali 53 1063 Å dolgih in čim 
bolj ravnih segmentov virusa, za katere smo v programu Bsoft (Heymann in 
Belnap, 2007) izračunali Furierove transformacije, ter pripravili sliko vsote vseh 
transformacij (slika 15A). Sledilo je indeksiranje linijskih črt (slika 15B), pri čemer 
smo izbrali dva vektorja, s katerima lahko tvorimo mrežo, ki poveže polovico 
maksimumov linijskih črt (polovica jih predstavlja podenote iz sprednje strani 
vijačnice, druga polovica jih predstavlja podenote z zadnje strani vijačnice). 
Izbrana vektorja opišemo z zaporedno številko linijske črte 𝑙 ter redom Besslove 
funkcije 𝑛. Red 𝑛 izračunamo iz Besslove funkcije 𝐽𝑛(2𝜋𝑅𝑟0), pri čemer 𝑟0 
predstavlja polmer viriona, ki ga izmerimo iz slike povprečja 2D razredov, 𝑅 pa 
razdaljo med meridianom ter prvim maksimumom linijske črte v recipročnem 
prostoru (Stewart, 1988) (slika 15B).  
 
Izračunani red Besslove funkcije na prvi linijski črti (𝑙 = 1) je 𝑛 = −9, na drugi 
linijski črti (𝑙 = 2) pa je 𝑛 = 8 (slika 15B). Geometrijo mreže v recipročnem 
prostoru smo z rotacijo obeh vektorjev za 90° ter zrcalno operacijo pretvorili v 
helično simetrijo v realnem prostoru (He in Scheres, 2017) (slika 15C). Na vsoti 
Fourierovih transformacij smo nato izmerili še razdaljo med ekvatorjem in linijsko 
črto (𝑙 = 3), kjer sta maksimuma najbližje meridianu (𝑛 = −1), kar predstavlja 
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višino enega zavoja vijačnice (slika 15B). Iz mreže v realnem prostoru smo nato 
lahko izračunali parametra simetrije vijačnice vzpon in rotacijo (slika 15C), ki sta 
bila zelo podobna parametrom sorodnega potivirusa PepMV (Agirrezabala idr., 
2015). Na podlagi tega smo pripravili začetni geometrični model iz levo-sučne 
eno-stopenjske (C1) vijačnice z vzponom 4 Å in rotacijo 40° (slika 14i) s 
programom relion_helix_toolbox v Relion-u (He in Scheres, 2017). 
 
 
Slika 15: Določitev parametrov vijačnice s pomočjo Fourier-Besslovega indeksiranja. (A) Iz 53 
segmentov virusa, dolgih 1063 Å, smo izračunali posamezne Furierove transformacije ter 
pripravili sliko povprečja vseh 53-ih transformacij. (B) Zgornja polovica vsote Furierovih 
transformacij, na kateri smo indeksirali linijske črte. (C) Mreža v realnem prostoru, ki opisuje 
parametre vijačnice PVY-a. 
 
iv) 3D rekonstrukcija krio-EM gostote segmenta. 
Pridobljeni geometrični model smo uporabili pri 3D klasifikaciji PVY segmentov v 
Relion-u. V našem primeru je 3D klasifikacija pokazala le minimalno strukturno 
variabilnost izbranih PVY segmentov, zato smo za naslednjo stopnjo 
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rekonstrukcije, 3D avtomatsko piljenje, uporabili vseh 162213 segmentov virusa. 
V postopku piljenja je program poiskal natančnejša parametra simetrije eno-
stopenjske vijačnice (C1), in sicer smo pridobili vrednosti za rotacijo -40,95° ter 
vzpon 3,95 Å (slika 14i). Pridobljeno 3D karto smo še dodatno izostrili z 
relion_postprocess programom (slika 14j) ter s programom relion_helix_toolbox 
uvedli simetrijo vijačnice po celotnem PVY segmentu (slika 14k) (He in Scheres, 
2017). Rekonstrukcijo smo zaključili s krio-EM gostoto pri ločljivosti 3,4 Å, ki je 
bila določena na podlagi FSC vrednosti 0,143 po zlatem standardu (Scheres in 
Chen, 2012). Lokalno ločljivost gostote smo izračunali v programu MonoRes 
(Vilas idr., 2018), za vizualizacijo krio-EM gostote pa smo uporabili program UCSF 
Chimera (Pettersen idr., 2004). 
3.4.1.3 Gradnja 3D modela virusa 
Gradnjo modela virusa smo pričeli na podlagi predvidenega modela PVY CP, ki 
smo ga izračunali s programom Phyre2 (Kelley idr., 2015). Iz 3D modela smo v 
programu Bsoft (Heymann in Belnap, 2007) izdelali masko, s pomočjo katere smo 
iz rekonstruirane gostote PVY segmenta izrezali gostoto v velikosti ene ali 13 
sosednjih enot CP. Manjši segment krio-EM gostote nam je omogočil lažjo 
gradnjo atomskega modela CP.  
 
Osrednja regija virusnega CP-ja je bila v krio-EM gostoti dobro definirana, kar 
nam je omogočilo, da smo v programu UCSF Chimera (Pettersen idr., 2004) v 
gostoto umestili glavne štiri α-vijačnice iz predvidenega modela CP. Preostali 
model smo zgradili de novo v Coot-u (Emsley idr., 2010). Za ta namen smo 
pretvorili krio-EM gostoto v .mtz format s skripto mrc2mtz.sh (programski paket 
CCPEM (Burnley idr., 2017)). Krio-EM gostote prvih 43 N-končnih aminokislinskih 
ostankov CP-ja nismo zaznali, zato smo atomski model zgradili od 
aminokislinskega ostanka Val44 naprej. Po drugi strani je bila krio-EM gostota na 
C-koncu CP-ja dobro definirana, zato smo lahko model zgradili do končnega 
Met267. Ko smo model CP-ja umestili v gostoto segmenta PVY-a, smo lahko 
razločili dodatno krio-EM gostoto, za katero smo lahko na osnovi oblike 
predpostavili, da pripada virusni ssRNA. Kljub temu, da je bila gostota na vsaki 
poziciji nukleotida dobro definirana, smo morali zaradi povprečenja signala 
tekom rekonstrukcije na vsa mesta nukleotidov uvesti enako bazo – v našem 
primeru uracil. De novo gradnjo modela RNA v Coot-u (Emsley idr., 2010) smo 
pričeli z umestitvijo zaporedja desetih idealnih uracilov v prazno gostoto znotraj 
reže med osrednjo regijo in C-koncem enote CP. Glede na krio-EM gostoto, na 
vsako enoto CP namreč pripade pet nukleotidov, katerim smo na vsako stran 
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dodali dodatne nukleotide in tako zagotovili pravilno umestitev oligonukleotida 
in piljenje strukture osrednje regije RNA verige. Zgodnji model virusa (CP z 
desetimi uracili ter obdan s sosednjimi kopijami CP) smo izpostavili več ciklom 
ročnega modeliranja v Coot-u ter piljenja v realnem prostoru z omejitvami 
sekundarne zgradbe ter geometrije v programskem paketu Phenix (Afonine idr., 
2018a). Validacija virusnega modela je po vsakem ciklu piljenja potekala v 
programu MolProbity (Williams idr., 2018). Model CP-ja smo vedno pilili v 
prisotnosti RNA ter vsaj 12 sosednjih kopij CP-jev. Na ta način smo zajeli vse 
intermolekularne interakcije v segmentu ter preprečili prekrivanja med 
podenotami. Ko smo s piljenjem dosegli ustrezno umestitev modela v krio-EM 
gostoto ter zadostili geometrijskim kriterijem, smo od desetih uracilov na CP 
obdržali le osrednjih pet ter jih kopirali k preostalim 35 kopijam CP-jev v 
končnem modelu virusa. Nato smo vse segmente petih uracilov združili v enotno 
ssRNA molekulo.  
3.4.2 Določanje zgradbe VLP  
3.4.2.1 Zajem podatkov s krio-EM 
VLP-je s koncentracijo 6,7 mg/ml smo redčili 1:3 v PBS pufru (pH 7,4). 4 µl 
redčenega vzorca smo nanesli na bakrene Quantifoil R 2/1 mrežice s 300 polji. 
Zajemanje podatkov je potekalo po enakem postopku kot pri virusu PVY, opisano 
v poglavju 3.4.1.1. 
3.4.2.2 Rekonstrukcija 3D krio-EM gostote VLP-ja 
Posneli smo 5344 mikrografij VLP-jev, od katerih smo glede na astigmatizem, 
defokus ter ločljivost slike izbrali najboljših 3759 mikrografij za nadaljnje 
procesiranje. Iz izbranih mikrografij smo s programom e2helixboxer.py iz 
programskega paketa EMAN 2.1 (Bell idr., 2016) ročno izbrali ravne dele VLP-jev 
(slika 16b). Nadaljnja obdelava podatkov po metodi rekonstrukcije vijačnice na 
podlagi analize posameznega delca je potekala v programih Relion 2.0 in Relion 
2.1 (He in Scheres, 2017). Iz izbranih VLP-jev smo ekstrahirali 244988 segmentov 
VLP-jev (360 pikslov x 360 pikslov) (slika 16, c in d), ki smo jih uporabili v 2D 
klasifikaciji (slika 16e). Po dveh krogih 2D klasifikacije ter izločanja slabih projekcij 
smo pridobili 148876 ustreznih segmentov VLP-jev (slika 16, e in f). Sledila je 3D 
rekonstrukcija in piljenje gostote, pri čemer smo zaradi visoke fleksibilnosti 
filamentov uvedli masko s premerom 184 Å. Kot začetni model 3D rekonstrukcije 
smo uporabili geometrični model valja (slika 16i). Tako kot za PVYNTN, smo tudi za 
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VLPPVY pripravili sliko vsote Furierovih transformacij (uporabili smo 26 segmentov 
VLPPVY) (slika 16g). Iz Furierove transformacije ter slike povprečja 2D razredov 
smo predvidevali, da so VLPPVY segmenti sestavljeni iz naloženih obročev (slika 
16, f in g). Iz slike povprečja 2D razredov je bila razvidna tudi okvirna perioda 
ponavljanja vzorca v segmentu (razdalja štirih obročev), kar nam je pomagalo pri 
oceni okvirnih parametrov simetrije. V prvih poskusih 3D rekonstrukcije smo 
testirali parametre simetrije z različnim številom CP enot v obroču, in sicer od 7 
do 10 CP enot. Najbolj optimalne parametre smo nato izbrali na podlagi krio-EM 
gostote z najboljšo ločljivostjo. Končna krio-EM gostota VLP-ja predstavlja 
segment, sestavljen iz CP enot, ki so sestavljene s simetrijo C8, rotacijo 13,24° ter 
vzponom 42,65 Å (slika 16i). Vzpon obenem predstavlja tudi ∆z razdaljo med 
dvema sosednjima obročema. Rekonstruirano krio-EM gostoto segmenta VLP 
smo izostrili z uporabo programa relion_postprocess (slika 16j) ter uvedli 
simetrijo vzdolž celotnega segmenta z uporabo programa relion_helix_toolbox 
(slika 16k) v Relion-u (He in Scheres, 2017). Končno ločljivost gostote smo 
izračunali na podlagi FSC vrednosti 0,143 po zlatem standardu in je znašala 4,1 Å. 
Lokalno ločljivost smo izračunali v programu MonoRes (Vilas idr., 2018), za 
vizualizacijo krio-EM gostote pa smo uporabili program UCSF Chimera (Pettersen 
idr., 2004). 
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Slika 16: Postopek obdelave krio-EM podatkov pri določanju zgradbe VLP
PVY
. 
3.4.2.3 Gradnja 3D modela VLP-ja 
3D atomski model VLP-ja smo zgradili s pomočjo predhodno zgrajenega modela 
CP-ja iz virusa PVYNTN, ki smo ga umestili v krio-EM gostoto VLP-ja. Gostota prvih 
42 aminokislinskih ostankov ni bila definirana, zato smo atomski model CP-ja 
začeli graditi od ostanka Thr43 naprej. Gostota N-končne regije Thr43-Tyr73 je 
potekala drugače kot v virusu, zato smo ta del zgradili de novo. Na C-koncu CP-ja 
je bila gostota definirana le do aminokislinskega preostanka Ile218, s katerim smo 
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atomski model CP-ja tudi zaključili. Sledilo je več ciklov ročnega modeliranja v 
Coot-u (Emsley idr., 2010) ter piljenja v realnem prostoru s programom Phenix 
(Afonine idr., 2018a). Po vsakem ciklu smo atomski model validirali s programom 
MolProbity (Williams idr., 2018). 
3.4.3 Izračun elektrostatskih potencialov na površini CP-jev 
3D atomska modela PVY-a in VLP-ja smo vizualizirali in analizirali v PyMol-u 
(Schrödinger, 2015). Elektrostatski potencial na površini CP-ja, virusa in VLP-ja 
smo izračunali z uporabo PDB2PQR skripte (Dolinsky idr., 2004) ter APBS pristopa 
s standardnimi nastavitvami (Baker idr., 2001). Spodnjo mejo za negativni 
potencial smo postavili pri -5 kbTe
-1, ter zgornjo mejo za pozitivni potencial pri 
+5 kbTe
-1. 
3.4.4 Simulacije molekularne dinamike 
Računalniške simulacije molekularne dinamike v PVY in VLP filamentu so bile 
izvedene na Teoretičnem odseku, Kemijski inštitut, Ljubljana. S simulacijami smo 
analizirali vpliv virusne RNA ter C-končne regije CPPVY na fleksibilnost filamentov 
virusa in VLP-ja. Glede na zgradbi PVY-a in VLP-ja smo pripravili štiri atomistične 
modele sestavljene iz 24 CP enot, ki predstavljajo osnovno simulacijsko celico:  
- VLP: aminokislinski ostanki Val44-Ile218,  
- PVY: celotno zaporedje CP s poznano zgradbo (Val44-Met267) in ssRNA 
- PVY-C: zaporedje CP-ja brez C-konca (Val44-Ile218) in ssRNA 
- PVY-C-RNA: zaporedje CP-ja brez C-konca (Val44-Ile218), brez ssRNA 
Modele smo vzdolž longitudinalne osi periodično ponavljali s pomočjo 
simetričnih operacij osnovne celice: s translacijo za 94,9 Å (24 x ~3,95 Å) v PVY-u 
oz. 127,9 Å (3 x 42,65 Å) v VLP-ju ter rotacijo 86,6° v PVY-u oz. 39,7° v VLP-ju. V 
primeru ssRNA smo med končnimi fosfatnimi skupinami med osnovnimi celicami 
vzpostavili kemijsko vez. Proteinske modele smo postavili v vodno okolje v obliki 
valja, ki sega 10 Å od površine proteina. Vsak sistem smo nevtralizirali z 
dodatkom natrijevih ionov (192 Na2+ ionov za PVY, 144 Na2+ ionov za PVY-C, 24 
Na2+ ionov za PVY-C-RNA ter 48 Na2+ ionov za VLP). Molekule raztopine so bile 
omejene na prostor znotraj valja s premerom 81 Å (os valja se je prekrivala z 
longitudinalno osjo modela) in silo 50 kcal mol−1 Å−2. 
 
Simulacije molekularne dinamike smo izvedli v CHARMM programu (Brooks idr., 
2009) s korakom 2 fs in parametrizacijo polja sil CHARMM36 (Best idr., 2012). Za 
model vode smo uporabili t.i. ''prenosljiv intermolekularni potencial s tremi 
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točkami'' (TIP3P). Vsi sistemi (vsak sestavljen iz približno 200.000 atomov) so bili 
najprej minimizirani z uporabo metode ''največjega gradienta'' v 500 korakih, 
nato v 1000 korakih z metodo ''Newton-Raphson'' (Best idr., 2012). Sistem smo 
postopno greli na temperaturo 300 K in ga termodinamsko ekvilibrirali znotraj 
5 ns. Temperaturo sistema smo ohranjali konstantno s pomočjo skaliranja 
hitrosti. Doseg nevezanih interakcij smo omejili na razdaljo 14 Å. Za vsak sistem 
smo pripravili 30 ns trajektorij s frekvenco shranjevanja 1 ps (Kežar idr., 2019).  
 
Normalni oz. glavni načini nihanja predstavljajo primerno podlago za prikaz 
gibanja posameznih domen bioloških makromolekul (Fuchigami idr., 2011), 
medtem ko lahko s primerjavo frekvenčnih porazdelitev teh načinov nihanj med 
različnimi sistemi opišemo elastične lastnosti  posameznega sistema (Balog idr., 
2011). Na primer, težnja filamentov k raztezanju in ukrivljanju je povezana s 
povečano populacijo vibracijskih stanj, ki predstavljajo gibanje vzdolž osi 
filamenta pri nižjih frekvencah, saj so vibracije pri nižjih frekvencah znak 
mehkejše oz. manj toge zgradbe in posledica šibkejših konstant sil med gradniki. 
V našem primeru smo opravili analizo glavnih komponent (PCA, angl. principal 
components analysis) (Kitao, 2005) trajektorij molekularne dinamike z uporabo 
internih računalniških programov (Balog idr., 2011). Osredotočili smo se na 
dinamična nihanja centrov mas posameznih CP-jev, ki jih predstavimo v obliki 
kroglic z maso, pri čemer vsaki kroglici pripišemo efektivno konstanto sil v okviru 
PCA. Rezultati PCA predstavljajo frekvence ter premike kroglic za posamezna 
dinamična oz. vibracijska stanja sistema (Kežar idr., 2019).  
3.4.5 Kristalizacija delecijskega mutanta ΔN49 
Za kristalizacijo smo pripravili delecijski mutant CP-ja N49, ki ne tvori dolgih 
fleksibilnih filamentov ampak se samosestavi v homogene oktamerne obroče. Pri 
iskanju najbolj ustreznih pogojev za kristalizacijo smo uporabili naslednje sete 
reagentov: The JCSG Core I Suite, The JCSG Core II Suite, The JCSG Core III Suite, 
The JCSG Core IV Suite, The PACT Suite in The Cryos Suite (vsi Qiagen, Nemčija). 
Za iskanje pogojev po metodi sedeče kapljice pri 21 °C smo uporabili 
kristalizacijski robot Gryphon (Art Robbins Instruments, ZDA) na Odseku za 
biokemijo, molekularno in strukturno biologijo - CIPKeBiP, Institut “Jožef Stefan”, 
Slovenija. Pogoje, kjer so zrasli kristali, smo ročno optimizirali po metodi visečih 
kapljic pri 21 °C na Odseku za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo, 
Kemijski inštitut. Med optimizacijo pogojev za rast kristalov smo testirali tudi set 
aditivov Additive Screen (Hampton Research, ZDA) po navodilih proizvajalca. 
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Kot najugodnejši pogoji za kristalizacijo so se izkazali: 
- 100 mM Bis-tris propan (Sigma, ZDA) (pH 8,5), 200 mM Na2SO4 (Sigma-Aldrich,  
Nemčija) in 14-16 % (m/V) PEG 3350 (Sigma-Aldrich, Nemčija); 
- 100 mM Bis-tris propan (pH 8,5), 200 mM Na2SO4, 14 % (m/V) PEG 3350 in 
0,3-0,4 % (m/V) oktil-ß-D-glukozid (Hampton Research, ZDA); 
- 100 mM Bis-tris propan (pH 8,5), 200 mM Na2SO4, 14-16 % (m/V) PEG 3350 in 
0,8-1,0 % (m/V) mio-inozitol (Hampton Research, ZDA). 
 
Difrakcijske signale smo posneli na sinhrotronu Elettra v Trstu. 
3.4.6 Analiza zgradbe mutanta N49 s krio-EM 
Oligomerni obroči N49 so bili premajhni za vizualizacijo z negativnim 
kontrastiranjem s klasičnim TEM, zato smo za analizo njihove oblike uporabili 
krio-EM. S krio-elektronskim mikroskopom Tecnai F20 (FEI, Nizozemska) 
opremljenim s kamero CCD FEI Eagle (FEI, Nizozemska) smo posneli 23 
mikrografij pri 200 kV. Iz mikrografij smo s programom e2boxer.py iz 
programskega paketa EMAN 2 (Bell idr., 2016) izbrali 2132 delcev, ki smo jih 
uporabili v postopku 2D klasifikacije. 
3.5 BIOKEMIJSKA IN BIOFIZIKALNA KARAKTERIZACIJA VIRUSA, 
VLP-JEV IN CP MUTANTOV 
3.5.1 Analiza proteinov z NaDS-PAGE 
Prisotnost izraženih proteinov v vzorcih ter njihovo čistost smo analizirali s 
poliakriamidno    elektroforezo    v    prisotnosti   NaDS  (NaDS-PAGE). Vzorce (do 
20 µl) z dodanim 1 µl 0,5 M DTT, nanašalnim pufrom 4x NuPAGE LDS Sample 
Buffer (Invitrogen, ZDA) ter MQ (za dopolnitev do končnega volumna 25 µl) smo 
denaturirali 5 min pri 95 °C. Gel NuPAGE Novex Bis-Tris Mini Gel (Invitrogen, 
ZDA) s 4-12 % zamreženostjo smo vpeli v elektroforezni sistem XCell SureLock 
Mini-Cell Electrophoresis System (Life Technologies, ZDA). Uporabili smo 
standard molekulskih mas Novex Sharp Unstained Protein Standard (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA). Elektroforeza je potekala 40 min pri konstantni napetosti 
200 V v elektroforeznem pufru NuPAGE MES SDS Running Buffer (Invitrogen, 
ZDA). Po končani elektroforezi smo gele obarvali z barvilom Simply Blue SafeStain 
(Invitrogen, ZDA), po navodilih proizvajalca. 
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3.5.2 Modra nativna poliakrilamidna gelska elektroforeza (BN-PAGE) 
Z BN-PAGE proteine v nativnem stanju ločujemo glede na njihovo velikost, saj 
vzorcev ne denaturiramo, pač pa jim na površino s pomočjo barvila Coomassie 
G-250 dodamo negativen naboj. Vsakemu vzorcu smo dodali nanašalni pufer 4x 
NativePAGE Sample Buffer (Life Technologies, ZDA) ter ga nanesli v žepek 4-16 % 
NativePAGE Bis-Tris gela (Life Technologies, ZDA), ki smo ga vpeli v sistem XCell 
SureLock Mini-Cell Electrophoresis System (Life Technologies, ZDA). 
Elektroforeza je potekala v pufru za elektroforezo NativePAGE Running Buffer 
(Life Technologies, ZDA) ter modrem katodnem pufru, ki vsebuje NativePAGE 
Running Buffer z dodanim NativePAGE Cathode Buffer (Life Technologies, ZDA) 
(končna koncentracija barvila G-250 0,02 % (m/V)). Uporabili smo standard 
molekulskih mas NativeMark Unstained Protein Standard (Life Technologies, 
ZDA). Elektroforeza je potekala 60 min pri napetosti 150 V ter naslednjih 
40-60 min pri napetosti 250 V pri 4 °C. Po končani elektroforezi smo proteine v 
gelu fiksirali v 40 % (V/V) metanolu (J. T. Baker, Poljska) ter 10 % (V/V) ocetni 
kislini (Sigma, ZDA). Raztopino smo segreli v mikrovalovni pečici ter nato 15 min 
stresali na sobni temperaturi. Sledilo je razbarvanje gela v 8 % (V/V) ocetni kislini. 
Raztopino smo segreli ter nato stresali na sobni temperaturi do ustreznega 
razbarvanja gela. 
3.5.3 Prenos po Westernu 
Vzorce z oznako His6 smo detektirali s protitelesi proti His6. Z vzorci smo najprej 
izvedli NaDS-PAGE ali BN-PAGE, nato smo proteine prenesli na poliviniliden 
fluoridno (PVDF) membrano (Life Technologies) z napravo iBlot Gel Transfer 
Device (Thermo Fisher Scientific, ZDA), po navodilih proizvajalca. Prosta vezavna 
mesta na membrani smo blokirali 1 h v 5 % (m/v) mleku (Merck, Nemčija) v pufru 
TBS-T (10 mM Tris, 150 mM NaCl in 0,1 % (V/V) Tween-20 (Merck, Nemčija) 
(pH 7,4)). Po 15-minutnem spiranju s TBS-T smo membrano pri 4 °C inkubirali 
preko noči v raztopini mišjih monoklonskih IgG protiteles proti oznaki His6 
(redčitev 1 : 1000) (Santa Cruz Biotechnology, ZDA) v 5 % (m/V) BSA v pufru 
TBS-T. Naslednji dan smo membrano spirali 15 min v pufru TBS-T. Sledila je 
enourna inkubacija pri sobni temperaturi v sekundarnih protitelesih proti mišjim 
IgG (redčitev 1 : 1000) (Sigma-Aldrich, ZDA) raztopljenih v 5 % (m/V) mleku v 
pufru TBS-T. Sekundarna protitelesa so konjugirana s hrenovo peroksidazo. 
Detekcija je potekala s kompletom kemikalij Novex ECL (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA), po navodilih proizvajalca. 
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3.5.4 Kromatografija z ločevanjem po velikosti v povezavi z 
multi-detektorskim sistemom (SEC/UV-MALS-RI) 
Analizo velikosti makromolekul smo opravili v sodelovanju z Odsekom za 
polimerno kemijo in tehnologijo na Kemijskem inštitutu, Ljubljana. Ločitev 
vzorcev s SEC kromatografijo je potekala v PBS pufru (pH 7,4) na HPLC sistemu 
Agilent 1260 (Agilent Technologies, ZDA) s pretokom 0,5 ml/min preko analitske 
kolone Superdex 200 10/300 GL (24 ml) (GE Healthcare, Velika Britanija). UV pri 
valovni dolžini 280 nm smo merili na detektorju z nizom diod Infinity 1260 
(Agilent Technologies, ZDA). Sočasno smo pri valovni dolžini 661 nm uporabljali 
še večkotni detektor za sipanje svetlobe Dawn Heleos II (Wyatt Technologies, 
ZDA), opremljen z linearno polariziranim laserjem iz galijevega arzenida, ter 
refraktometer Optilab rEX (Wyatt Technologies, ZDA). 
3.5.5 Cirkularni dikroizem (CD) 
Sekundarno zgradbo rekombinantnih CP-jev smo analizirali z merjenjem 
cirkularnega dikroizma. Za analizo smo pripravili koncentracije proteinov 
0,08-0,1 mg/ml v 15 mM fosfatnem pufru (12,15 mM Na2HPO4 in 2,85 mM 
NaH2PO4 (pH 7,4)). Meritve so potekale v kivetah iz kvarčnega stekla z dolžino 
optične poti 1 mm (Hellma Analytics, Nemčija). CD spektre smo izmerili na 
napravi Chirascan CD spectrometer (Applied Photophisics, VB) v območju 
valovnih dolžin 195-250 nm z 0,5 nm korakom pri temperaturi 20 °C. Vsak 
spekter predstavlja povprečje desetih meritev. Rezultate smo analizirali s 
programom Chirascan. 
3.5.6 Diferenčna dinamična fluorimetrija (DSF) 
Termično stabilnost virusa, VLP-jev ter delecijskih mutantov N49, C40 in C60 
smo analizirali z diferenčno dinamično fluorimetrijo. Meritve smo opravili na 
napravi za PCR v realnem času, LightCycler 480 System (Roche, Švica), v 
temperaturnem območju 20-95 °C. Z merjenjem fluorescence barvila SYPRO Orange 
Protein Gel Stain (Invitrogen, ZDA) smo tekom denaturacije vzorca pridobili 
sigmoidne krivulje, iz katerih smo v programu Origin v8.1 s pomočjo Boltzmannove 
funkcije izračunali temperaturo tališča (Tm) (enačba 2). Temperatura Tm predstavlja 
ravnotežje, v katerem je polovica proteinov še v nativnem stanju, druga polovica pa 
je denaturirana. Rezultati predstavljajo povprečje treh meritev. 
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                    y =
𝐴1−𝐴2
1+𝑒
(
𝑇𝑚−𝑥
𝑎 )
+ 𝐴2     ( 2 ) 
 
kjer A1 predstavlja začetno vrednost, A2 končno vrednost, Tm točko prevoja ter α 
naklon krivulje v točki prevoja. 
 
Vzorce smo pripravili v mikrotitrnih ploščah s 96 jamicami, v katere smo odpipetirali 
reakcijske mešanice s končnim volumnom 50 µl. Glede na rezultate predhodne 
optimizacije poskusa smo uporabili proteinske vzorce s koncentracijo 0,05 mg/ml 
ter barvilo SYPRO Orange z 20x koncentracijo.  
 
Termično stabilnost vzorcev v pH območju 4-10 smo merili v 50 mM SPG pufru. 
50 mM SPG pufre pH 5, pH 6, pH 7, pH 8, pH 9 in pH 10 smo v ustreznem 
razmerju zmešali iz 1-molarnih SPG pufrov pH 4 in pH 10 (oba: 125 mM 
jantarjeva kislina (Sigma, Nemčija), 438 mM NaH2PO4 x H2O (Sigma, Nemčija) in 
437 mM glicin (Sigma-Aldrich, Severna Koreja)). Termično stabilnost v pufrih z 
različno ionsko jakostjo smo analizirali v 15 mM fosfatnem pufru (pH 7,4) z 
0-1000 mM koncentracijo NaCl. 
3.5.7 Masni spektrometer na čas preleta ionov in lasersko 
desorpcijo/ionizacijo s pomočjo matriksa (MALDI-TOF MS) 
Meritve smo opravili na Bruker UltrafleXtreme MALDI-TOF masnem 
spektrometru (Bruker Daltonics, Nemčija) v sodelovanju z Odsekom za polimerno 
kemijo in tehnologijo, Kemijski inštitut, Ljubljana. Pufer vzorcev PVY in VLP smo 
izmenjali z MQ ter vzorca koncentrirali do koncentracije 1,5-3,0 mg/ml z 
0,5-mililitrskimi 10-kDa Amicon Ultra koncentratorji (Millipore, ZDA). Vzorce smo 
zmešali z nasičeno raztopino sinapinske kisline v mešanici acetonitrila in 0,1 % 
trifluoro ocetne kisline (1:1, V/V) v razmerju 1:1 (V/V). 1 µl raztopine smo nanesli 
na jekleno MALDI ploščico po metodi posušene kapljice. Meritev masnih 
spektrov smo izvedli v linearnem pozitivnem načinu. Za kalibracijo smo uporabili 
standarda Protein Calibration Standard I in II (Bruker Daltonics), ki smo ju 
pripravili po enakih postopkih kot vzorce.  
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3.5.8 Določitev aminokislinskega zaporedja s postopkom Edmanove 
razgradnje 
Z očiščenima vzorcema PVY in VLP smo izvedli NaDS-PAGE. Proteine smo s 
prenosom po Westernu prenesli iz gela na PVDF membrano. Sendvič za prenos 
proteinov (filtrirni papir-gel-membrana-filtrirni papir) smo položili v posodo za 
prenos XCell SureLock (Life Technologies, ZDA), ki je potekal 60 min pri 
konstantni napetosti 30 V pri 5 °C v pufru NuPAGE transfer buffer (Invitrogen) z 
dodanim 10 % (V/V) metanolom. Po prenosu smo membrano spirali 5 min v 50 % 
(V/V) metanolu ter nato barvali 1 min v raztopini za barvanje (0,1 % Coomassie 
Blue R-250 (Sigma, ZDA), 50 % (V/V) metanol in 5 % (V/V) ocetna kislina). Sledilo 
je razbarvanje v 50 % (V/V) metanolu, dokler lise s proteini niso bile dobro vidne. 
Membrano smo posušili na zraku ter jo slikali za analizo jakosti posameznih lis v 
programu ImageJ. Za analizo zaporedja smo želene lise izrezali iz membrane. 
Analizo za določitev N-končnega zaporedja so izvedli na Odseku za molekularne 
in biomedicinske znanosti, Institut Jožef Stefan, Ljubljana, na sistemu Procise 
protein sequencing system 492A (PE Applied Biosystems). Za pripravo 
feniltiohidantoinskih (PTH) derivatov aminokislin so uporabili Edmanovo kemijo 
po metodi Pulsed-liquid Blot. Analiza PTH-derivatov je potekala na HPLC sistemu 
140C (PE Applied Biosystems) na RP C18 koloni Spheri-5 (5μm, 220 x 2.1 mm) 
(Brownlee). Topila in reagenti so bili sekvenčne čistosti (PE Applied Biosystems). 
3.6 FUNKCIONALNA ANALIZA DELECIJSKIH MUTANTOV PVY NA 
RASTLINAH 
Eksperimenti na rastlinah so bili opravljeni na Oddelku za biotehnologijo in 
sistemsko biologijo, Nacionalni inštitut za biologijo, Ljubljana. Klone virusov z 
delecijskimi mutacijami v CP-ju smo pripravili na podlagi PVY cDNA infektivnega 
klona PVYN605 (Bukovinszki idr., 2007). Ta klon smo izbrali med redkimi 
infektivnimi kloni PVY, ki so na voljo, saj je lažji za manipulacijo kot PVYNTN in ima 
aminokislinsko zaporedje precej podobno PVYNTN. S kompletom kemikalij 
QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) smo izvedli 
in vitro mestno-specifično mutagenezo za pripravo mutantov z delecijo 50 
N-končnih aminokislin na CP-ju (N50-CP) ali delecijo 40 ali 60 C-končnih 
aminokislin na CP-ju (C40-CP oz. C60-CP). Plazmide smo pomnožili z začetnimi 
nukleotidi z željeno delecijo v 25-mikrolitrskih PCR reakcijah s padajočo 
temperaturo prileganja. Desetim ciklom, kjer je temperatura prileganja padala iz 
65 °C na 55 °C, je sledilo osem ciklov s konstantno temperaturo prileganja 55 °C 
ter 28-minutni korak podaljševanja. Sledila je razgradnja matrične DNA z 
3 Materiali in metode 
 
48 
 
encimom DpnI (Agilent Technologies), ki je potekala 2h pri 37 °C. Po razgradnji 
smo 2 µl mešanice uporabili za transformacijo celic XL10-Gold Ultracompetent 
Cells (Agilent Technologies). Izolacijo plazmidov smo izvedli s kompletom 
kemikalij Monarch Plasmid Miniprep Kit (New England Biolabs, ZDA) ter preverili 
uspešnost mutageneze z določitvijo zaporedja po Sangerjevi metodi (Eurofins 
Scientific). 
   
S cDNA divjega tipa PVY ter tremi PVY-CP mutanti smo okužili rastline N. 
clevelandii. Z vsakim konstruktom smo z biolistično puško Helios Gene Gun 
system (Bio-Rad) inokulirali po pet listov na sedmih rastlinah (Dobnik idr., 2013). 
Za detekcijo signala ozadja smo kot negativno kontrolo uporabili plazmid za 
izražanje rumenega fluorescentnega proteina, ki nima nobene podobnosti z 
zaporedjem PVY-a. Sedem dni po bombardiranju smo iz vsake rastline vzorčili tri 
bombardirane liste, 14 dni po bombardiranju pa smo po istem postopku iz vsake 
rastline vzorčili po tri zgornje, nebombardirane liste. TEM mrežice s tehniko 
negativnega kontrastiranja smo pripravili sedem dni po inokulaciji iz 
bombardiranih listov. Homogenizacija, izolacija RNA, razgradnja DNA in kontrola 
kvalitete RNA je potekala po postopku opisanem v Baebler idr., 2009. Prisotnost 
delecijskih mutacij v virusu smo potrdili s komercialnim paketom kemikalij za 
verižno reakcijo s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (angl. reverse 
transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) OneStep RT-PCR kit (Qiagen), 
po navodilih proizvajalca. Relativno koncentracijo PVY RNA smo analizirali z 
enostopenjskim kvantitativnim PCR v realnem času (qPCR) (AgPath-ID One-step 
RT-PCR, Thermo Fisher Scientific) z oligonukleotidi iz priloge 5. Za endogeno 
kontrolo smo uporabili RNA prepis citokrom oksidaze. Vse vzorce z vrednostjo Cq 
nad ozadjem (Cq = 32) smo smatrali kot negativne. Doprinos signala vnesenega 
plazmida k celokupni koncentraciji PVY RNA smo preverili tako, da smo z vsemi 
vzorci ponovili qPCR brez predhodnega RT koraka, s segrevanjem mešanice 
master mix na 95 °C za 5 min. Za relativno kvantifikacijo RNA smo uporabili 
program quantGenius (Baebler idr., 2017) z uporabo standardne krivulje. Število 
kopij plazmidne DNA po postopku qPCR brez predhodnega RT koraka smo odšteli 
od navadnega postopka RT-qPCR. Razlike v količini namnoženega virusa med 
posameznimi kloni smo statistično ovrednotili z enofaktorsko analizo variance 
(ANOVA) z Bonferronijevo post hoc analizo. 
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4 REZULTATI 
4.1 PRIPRAVA VIRUSA PVYNTN TER VLP-JEV 
Virus PVYNTN smo iz rastlin tobaka izolirali na Nacionalnem Inštitutu za Biologijo, 
Ljubljana (slika 17A). Na Kemijskem inštitutu, Ljubljana, smo gen za plaščni 
protein virusa PVYNTN z metodami molekularnega kloniranja vstavili v bakterijske 
celice E. coli BL21(DE3) ter z njimi proizvedli VLP-je. Rekombinantno izražene 
CPPVY smo očistili s precipitacijo v PEG 8000 in NaCl ter ultracentrifugiranjem na 
saharoznem gradientu. S TEM s tehniko negativnega kontrastiranja smo potrdili, 
da se rekombinantni CP-ji v odsotnosti vRNA sestavijo v VLP-je (slika 17B). 
 
 
Slika 17: Mikrografiji negativno kontrastiranih vzorcev PVY (A) in VLP (B). Na mikrografiji (B) je v 
podoknu na desni prikazan povečan VLP filament, na katerem se lahko razloči posamezne obroče. 
4.2 KRIO-EM ZGRADBI PVY IN VLP FILAMENTOV 
Na inštitutu CEITEC, Brno, Češka, smo s krio-elektronskim mikroskopom posneli 
mikrografije virusa PVYNTN in pripadajočih VLP-jev. Iz pridobljenih podatkov smo 
lahko rekonstruirali 3D atomska modela CP-jev sestavljenih v virus in VLP. 
4.2.1 Zgradba PVY filamenta 
S klasično TEM z negativnim kontrastiranjem vidimo PVY virione kot homogene, 
približno 740 nm dolge ter 12 nm široke fleksibilne filamente (slika 17A). Z 
uporabo TEM v kriogenih pogojih pa smo z metodo rekonstrukcije vijačnice na 
podlagi SPA uspeli pridobiti 3D krio-EM gostoto segmenta viriona s povprečno 
ločljivostjo 3,4 Å (slika 14, 15 in 18, priloga 6).  
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Lokalna ločljivost PVY gostote je prikazana na sliki 18C, kjer lahko opazimo, da 
imajo manj fleksibilne, tesno zapakirane regije v notranjosti viriona višjo ločljivost 
(zeleno-modra), ki pa se proti zunanji površini viriona, kjer imajo aminokislinske 
verige več prostora za gibanje, znižuje (oranžno-rdeča). 
 
 
Slika 18: Ločljivost krio-EM gostote segmenta PVY. (A) Rekonstruirana krio-EM gostota PVY z 
ločljivostjo 3,4 Å. (B) FSC korelacija med obema polovicama podatkov pri rekonstrukciji končne 
PVY krio-EM gostote (zgoraj) ter med krio-EM gostoto in PVY modelom (spodaj). (C) Lokalna 
ločljivost izrezane krio-EM gostote enega zavoja (zgoraj) in posameznega CP-ja (spodaj). 
Na podlagi krio-EM gostote segmenta viriona smo lahko zgradili 3D atomski 
model posameznega CP-ja (slika 19). Zgradba CPPVY je bila v krio-EM gostoti 
dobro definirana od aminokislinskega ostanka Val44 do zadnjega ostanka v 
zaporedju, Met267 (slika 19, B in C, 20A). Glede na 3D zgradbo lahko CP razdelimo 
na tri dele: iztegnjena N-končna regija, ki zajema ostanke do Gln77, se nadaljuje v 
globularno osrednjo regijo do ostanka Leu255, zaključi pa se z iztegnjeno C-končno 
regijo (slika 20A). 
 
Slika 19: Gradnja 3D atomskega modela PVY v krio-EM gostoto. (A) Krio-EM segment PVY viriona 
z umeščenimi posameznimi kopijami CP modela. (B) 3D atomski model CP-ja umeščen v izrezano 
krio-EM gostoto enega CP-ja. (C) Prikaz krio-EM gostote posameznih regij CP
PVY
. 
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Medtem ko osrednja regija vsebuje sedem α-vijačnic in eno β-lasnico, N- in 
C-končni regiji razen enega kratkega α-zavoja na N-koncu ne vsebujeta 
elementov sekundarne zgradbe (slika 20A). Osrednje regije se v obliki levo-sučne 
vijačnice ovijajojo okoli vRNA in predstavljajo proteinski ščit, ki varuje vRNA pred 
vplivi okolja (Sika 20B). Dobro definirani del N-končne regije (Val44-Gln77) je 
izpostavljen na površini viriona in deluje kot zaponka, ki med seboj povezuje 
sosednje osrednje regije. C-končno regijo smo zgradili v celoti in tako pokazali 
unikatno zvitje te regije PVY-a v primerjavi z ostalimi do sedaj znanimi zgradbami 
fleksibilnih filamentoznih virusov (Agirrezabala idr., 2015; DiMaio idr., 2015; 
Zamora idr., 2017). C-končna regija je v celoti zakopana v notranjosti viriona s 
tesnimi stiki med sosednjimi C-končnimi regijami ter obdana z vRNA (slika 20C).   
 
 
Slika 20: Zgradba CP
PVY
 in PVY viriona. (A) Zgradba CP
PVY
 enote, kjer sta prikazani tudi interakciji z 
virusno ssRNA. Shematski prikaz spodaj prikazuje razdelitev CP-ja na posamezne regije. Rdeča: 
N-končni del, siva: osrednja regija, modra: C-končni del. Črtkana črta prikazuje neurejeni del 
N-končne regije. (B) CP-ji se sestavijo okoli vRNA ter tako tvorijo virusni plašč. Ena CP enota je 
obarvana roza, ostale CP enote so v barvah kot na panelu (A), vRNA je zelena. (C) Prikazane so C-
končne regije sestavljenega viriona, ki jih obdaja (+)ssRNA. 
 
CP-ji se okoli vRNA sestavijo v virion s premerom 130 Å, ki ima obliko vijačnice z 
vzponom 3,95 Å in rotacijo -40,95°. V en zavoj vijačnice z višino 34,7 Å se sestavi 
8,8 CP enot (slika 21). CP enote znotraj viriona so med seboj tesno povezane, kar 
jim omogočata predvsem iztegnjeni N- in C-končni regiji. Ena CP enota znotraj 
virusnega plašča interagira kar z 12 sosednjimi CP-ji (slika 22). 
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Slika 21: Simetrija sestavljanja CP-jev v PVY filament. Z roza barvo je označena enota CP
n
, z modro 
CP
n-1
 in z rumeno CP
n-10
. Na sliki so prikazani parametri vijačnice: vzpon, višina zavoja ter rotacija. 
 
 
Slika 22: Interakcije med sosednjimi CP-ji v virusnem plašču. Leva slika predstavlja površinski 
model, desna slika pa shematski prikaz interakcije CP
n
 enote (rdeča: N-konec, črna: osrednja 
regija, črtkana modra: C-konec skrit v notranjosti filamenta) s sosednjimi CP enotami (rumena). 
Na shematski sliki sta N- in C-konec prikazana samo za CP
n
 enoto. 
 
Sestavljanje CP-jev v filament omogočajo predvsem elektrostatske interakcije, saj 
imata notranja površina osrednje regije CP-ja ter N-končna regija pretežno 
pozitiven potencial, medtem ko ima zunanja površina osrednje regije pretežno 
negativen potencial. Tudi spodnja površina filamenta ima pretežno pozitiven 
potencial, kar sovpada z negativnim potencialom na zgornji površini in omogoča 
podaljševanje filamenta (slika 23). 
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Slika 23: Prikaz elektrostatskega potenciala (rdeča: negativni naboj, modra: pozitivni naboj) na 
površini posameznega CP-ja ter na površini sestavljenega filamenta. 
4.2.2 Interakcije CP-CP enot v PVY-u 
Vsaka CP enota interagira kar z 12 sosednjimi enotami v filamentu (sliki 22 in 24). 
N-končna regija enote CPn se razteza do enote CPn-10, kjer se z ostanki Val44-Lys48 
usidra v režo med β-lasnico ter α-vijačnici α3 in α2 na osrednji regiji enote CPn-10 
(slika 24A). Zaradi simetrije vijačnice se iste interakcije ponovijo med enotama 
CPn+10 ter CPn. Interakcije med enotama CPn in CPn-2 (komplementarni par CPn+2 in 
CPn) so omejene na solni mostiček med Lys58 na vrhu ostrega zavoja N-končne 
regije CPn ter Asp138 v β-lasnici enote CPn-2 (slika 24B). Interakcije med CPn in CPn-1 
(komplementarni par CPn+1-CPn) potekajo ob regiji CPn Ala49-Asn82, ki zaobjema 
zunanjo površino osrednje regije enote CPn-1 (slika 24C). Osrednja regija CPn je 
naslonjena na enoti CPn-8 ter CPn-9, zrcalne interakcije pa se ponovijo med 
enotami CPn, CPn+8 in CPn+9 (slika 24D). C-končna regija je definirana v celoti in se 
izteza vse do enote CPn+17. α8 vijačnica (regija Val211-Leu225) ter prvi ostanki 
iztegnjene C-končne regije (Lys226-Arg231) enote CPn so stisnjeni med C-končne 
regije enot CPn-8 in CPn-9 (slika 24E). Sledeči CPn ostanki, Leu232-Ile239, so umeščeni 
med α8 vijačnici enot CPn+8 in CPn+9, osrednjo regijo CPn+8 Val187-Arg191 ter 
ostanke Asn245-Thr251 na CPn-9 (slika 24F). Ostanki iz CPn Ser240-Thr251 tečejo ob 
ostankih Ser227-Ile239 enote CPn+9, medtem ko se ostanki enote CPn+8 zasukajo 
stran od enote CPn in potekajo ob ostankih Thr240-Thr251 enote CPn-1 (slika 24G). 
C-končni ostanki Glu244-Glu252 enote CPn tečejo paralelno z α8 vijačnico enote 
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CPn+17 (slika 24H). Zaradi simetrije α8 vijačnica enote CPn na enak način interagira 
s C-končnimi ostanki enote CPn-17. Interakcije zadnjih 20 ostankov (Glu247-Met267) 
dodatno ojačijo kontakt med CPn in CPn-1 (slika 24I). C-končna regija med 
ostankoma Thr251-Thr260 preide v dva ostra zavoja, nato pa se iztegnjena skoraj 
pravokotno na filament zaključi z ostanki do končnega Met267. Ta končna regija 
(Thr260-Met267) pa je stisnjena med komplementarnimi regijami na CPn-1 in CPn+1.  
 
Slika 24: Prikaz vseh interakcij med sosednjimi CP enotami sestavljenimi v virusni plašč. V sredini 
slike je prikazanih vseh 13 CP enot, ki so med seboj povezane. CP
n
 N-končna regija je obravana 
rdeče, osrednja regija temno sivo ter C-končna regija temno modro, medtem ko so sosednje CP 
enote obarvane svetlo rdeče (N-končne regije), rumeno (osrednje regije) in svetlo modro 
(C-končne regije). Izseki iz slike prikazujejo specifične interakcije med CP enotami: rdeči krogi 
prikazujejo interakcije CP
n
 N-končne regije, temno siv krog interakcije CP
n
 osrednje regije ter 
modri krogi interakcije CP
n
 C-končne regije. Interakcije so predstavljene iz CP
n
 N-konca proti C-
koncu: (A) CP
n
 – CP
n-10
, (B) CP
n
 – CP
n-2
, (C) CP
n
 – CP
n-1
, (D) CP
n
 – CP
n-8
 – CP
n-9
, (E) CP
n
 – CP
n-8 
– CP
n-9
, 
(F) CP
n
 – CP
n-9
 – CP
n+8
 – CP
n+9
, (G) CP
n
 – CP
n+8 
– CP
n+9
 – CP
n-1
, (H) CP
n
 – CP
n+17
 in (I) CP
n
 – CP
n+1
 – 
CP
n+1
. 
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4.2.3 CP-RNA interakcije v PVY-u 
Poleg CP-CP interakcij PVY virion dodatno stabilizirajo še interakcije med CP-ji in 
virusno (+)ssRNA. Vsak CP veže pet nukleotidov v reži med osrednjo regijo ter 
C-koncem (slika 25). Zgradba PVY RNA je zelo podobna zgradbi WMV RNA 
(Zamora idr., 2017), medtem ko ima RNA v virusih PepMV in BaMV nasprotno 
polarnost (Agirrezabala idr., 2015; DiMaio idr., 2015). Nukleotid NUK4 je 
usmerjen v notranjost reže, ki ima med fleksibilnimi filamentoznimi virusi 
ohranjeno arhitekturo za vezavo RNA. Tesne stike z RNA omogočajo predvsem 
trije ohranjeni polarni aminokislinski ostanki Ser125, Arg157 in Asp201 (Kežar idr., 
2019; Zamora idr., 2017) (slika 25B). Poleg omenjenega vezavnega mesta RNA 
smo pri PVY-u pokazali še drugo interakcijo CP-ja z RNA. Baze NUK1-NUK3, ki so 
usidrane v režo enote CPn, so obrnjene proti ostanku Ser240 enote CPn-9 (slika 
25C). Slednja interakcija med RNA in CP-jem je značilna le za PVY virion in pri 
ostalih do sedaj znanih zgradbah fleksibilnih filamentoznih virusov ni bila 
pokazana (Agirrezabala idr., 2015; DiMaio idr., 2015; Zamora idr., 2017). 
 
 
Slika 25: Interakcije med CP
PVY
 in vRNA. (A) Površinski model CP-ja, obarvan glede na 
elektrostatski potencial (rdeča: negativni naboj, modra: pozitivni naboj), s prikazanima mestoma 
interakcije z vRNA. (B-C) Podrobnejši prikaz interakcije RNA s CP
PVY
 na ohranjenem (B) in 
neohranjenem (C) delu CP-ja. 
4.2.4 Zgradba VLP filamenta 
Heterologno izražanje PVY CP v bakterijskih celicah vodi do nastanka 
samosestavljenih VLP-jev, ki pod klasičnim TEM s tehniko negativnega 
kontrastiranja na prvi pogled izgledajo podobno kot virus (slika 17). Dolžine 
filamentov so sicer bolj heterogene in dosežejo od 30 nm do tudi več kot 3 µm. 
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Natančnejša analiza TEM mikrografij je nakazala drugačno arhitekturo VLP 
filamentov od virusnih, kar smo potrdili z določitvijo podrobne krio-EM zgradbe 
VLPPVY z ločljivostjo 4,1 Å (sliki 16 in 26, priloga 6).  
 
Slika 26C prikazuje območje ločljivosti posameznih regij VLP filamenta. V 
nasprotju s PVY gostoto, kjer smo najvišjo ločljivost dosegli v notranjosti viriona, 
pa notranji del VLP filamenta ni definiran. Zgradbo CPVLP smo tako lahko določili 
le med aminokislinskima ostankoma Thr43 in Ile218 (slika 27 in 28A). Tako kot v 
virusu, pa lahko tudi zgradbo CP-ja v VLP-ju razdelimo na N- in C-končni regiji ter 
osrednjo globularno regijo (slika 27B in 28).  
 
 
Slika 26: Ločljivost krio-EM gostote segmenta VLP. (A) Rekonstruirana krio-EM gostota VLP z 
ločljivostjo 4,1 Å. (B) FSC korelacija med obema polovicama podatkov pri rekonstrukciji končne 
VLP krio-EM gostote (zgoraj) ter med krio-EM gostoto in VLP modelom (spodaj). (C) Lokalna 
ločljivost izrezane krio-EM gostote enega obroča (zgoraj) in posameznega CP-ja (spodaj). 
 
 
Slika 27: Gradnja 3D atomskega modela VLP v krio-EM gostoti. (A) Krio-EM segment VLP-ja z 
umeščenimi posameznimi kopijami CP
VLP
 modela. (B) 3D atomski model CP-ja, umeščen v 
izrezano krio-EM gostoto enega CP-ja. (C) Prikaz krio-EM gostote posameznih regij CP
VLP
. 
4 Rezultati 
 
57 
 
Osrednja regija (Ile78-Ile218) je med virusom in VLP-jem zelo dobro ohranjena 
(vrednost RMSD je 0,84 Å). Zgradba CP-ja v VLP-ju se od virusne razlikuje 
predvsem v N- in C-končnih regijah. Tako kot v virusu tudi v VLP-ju krio-EM 
gostota prvih 42 aminokislinskih ostankov ni definirana zaradi fleksibilnosti. 
Preostali del N-končne regije (Thr43-Gln77) ima tudi v VLP-ju vlogo povezovanja 
sosednjih CP enot med seboj (slika 28B). Krio-EM gostota C-končne regije, ki je v 
virusu dobro opredeljena, pa v VLP-ju ni definirana, saj C-končne regije zaradi 
odsotnosti vRNA ter porušitve helične arhitekture najverjetneje niso urejene. 
 
 
Slika 28: Zgradba CP-ja in VLP filamenta. (A) Zgradba CP enote iz VLP filamenta. Shematski prikaz 
spodaj prikazuje razdelitev CP-ja na posamezne regije. Rdeča: N-končni del, siva: osrednja regija, 
modra: C-končni del. Črtkane črte prikazujejo nestrukturirani del N- in C-končne regije. (B) CP-ji 
sestavljeni v VLP. Podenote so obarvane kot na panelu (A), z izjemo CP
n
 enote, ki je roza barve.  
 
VLP-ji so v nasprotju s helično zgradbo virusa sestavljeni iz oktamernih CP 
obročev s premerom 125 nm, ki se vzdolžno nalagajo eden na drugega ter tako 
tvorijo dolge fleksibilne filamente v odsotnosti RNA. Razdalja med sosednjima 
obročema v VLP-ju je 42,65 Å, med seboj pa sta zamaknjena za -31,8° (slika 29). 
 
 
Slika 29: Simetrija sestavljanja CP-jev v VLP filament. Z roza barvo je označena enota CP
n
, z modro 
CP
n-1 
in z rumeno CP
i-2
. Na sliki so prikazani parametri sestavljanja CP-jev v vijačnico s simetrijo C8. 
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4.2.5 CP-CP interakcije v VLP-ju 
Interakcije med sosednjimi CP enotami v VLP-ju smo uspeli določiti v precej 
manjšem obsegu kot v virusu, saj so iz zgradbe VLP-ja razvidne le interakcije med 
petimi sosednjimi CP-ji (slika 30). Interakcije med neurejenimi C-končnimi 
regijami smo izvzeli, saj poteka teh regij nismo mogli določiti. Poleg tega so 
osrednje regije CP-jev sosednjih obročev med seboj preveč oddaljene, da bi 
omogočale interakcije med njimi. Povezava med obroči je tako omejena le na 
aminokislinske ostanke iztegnjene N-končne regije Thr43-Ala49 enote CPn, ki 
segajo do β-lasnice ter vijačnice α3 na enoti CPi-2 (slika 30B). V nasprotju s PVY 
virionom v VLP-ju ni prisotna interakcija med N-končno regijo CPn in enoto CPn-2. 
Po drugi strani pa podobno kot v virusu N-končna regija med ostankoma Met54 in 
Gln77 deluje kot zaponka in pripne enoto CPn na sosednjo enoto CPn-1 (slika 30B). 
Tako kot v virusu tudi znotraj VLP-ja prevladujejo elektrostatske interakcije (slika 
31).  
 
 
Slika 30: Interakcije med sosednjimi CP-ji v VLP-ju. (A) Leva slika predstavlja površinski model, 
desna slika pa shematski prikaz interakcije CP
n
 enote (rdeča: N-konec (črtkana črta predstavlja 
fleksibilni del), črna: osrednja regija, črtkana modra: neurejeni C-konec, skrit v notranjosti 
filamenta) s sosednjimi CP enotami (rumena). Na shematski sliki sta N- in C-konec prikazana samo 
za CP
n
 enoto. (B) Interakcije CP
n
 enote (črna: osrednja regija, rdeča: N-končna regija) s sosednjima 
CP
n-1
 in CP
i-2
 enotama (rumena). 
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Slika 31: Prikaz elektrostatskega potenciala (rdeča: negativni naboj, modra: pozitivni naboj) na 
površini posameznega CP
VLP
 ter na površini sestavljenega VLP filamenta. 
4.2.6 Simulacije molekularne dinamike  
Razlike v mreži interakcij med virusom in VLP-jem smo dodatno potrdili z in silico 
primerjavo porazdelitve frekvenc aksialnih vibracij med filamentom virusa in 
VLP-ja (slika 32). Rezultati simulacij nakazujejo na bolj fleksibilno dinamiko CP-jev 
znotraj VLP-ja glede na virus, kar se kaže s signifikantnim premikom porazdelitve 
frekvenc VLP-ja proti nižjim frekvencam. Že iz TEM mikrografij je razvidno, da so 
VLP filamenti bolj fleksibilni od virusnih (slika 17), kar je pokazala tudi in silico 
analiza filamentov. Po pričakovanjih se je fleksibilnost virusa povečala, če smo 
odstranili C-končno regijo CP-jev, ter še bolj ob odstranitvi tako C-končnih regij 
kot RNA. Ti rezultati potrjujejo osrednjo vlogo RNA pri helični arhitekturi virusa 
ter potrjujejo pomembno vlogo interakcij med C-končnimi regijami ter RNA pri 
stabilizaciji filamenta. 
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Slika 32: Simulacija molekularne dinamike v filamentih. (A – C) Aksialni premiki centrov mas 
posameznih podenot, izračunanih po metodi analize glavnih komponent: (A) VLP 
(ω = 0,0066 THz) in (B) PVY (ω = 0,0444 THz). Proteinska enota je bila definirana kot center mase 
regije Val
44
-Ile
218
. (C) Frekvenčna porazdelitev vibracij proteinskih enot vzdolž osi filamenta za 
različne strukturne modele: VLP, PVY, PVY brez C-končnega dela (PVY-C) ter PVY brez C-končnega 
dela in brez RNA (PVY-C-RNA). Napaka predstavlja razpršenost v različnih časovnih segmentih 
postopka. 
4.2.7 Plastičnost zgradbe plaščnega proteina 
Dovzetnost obeh končnih regij CP-ja za preoblikovanje omogoča CP-jem 
sestavljanje v filamente z različno arhitekturo (slike 21, 29 in 33). V virusu se CPn 
N-končna regija razteza iz CPn jedra ter zaobjema jedro sosednje CPn-1 enote, 
nato se po dveh ~90° pregibih nadaljuje na naslednji nivo virusne vijačnice, do 
podenote CPn-10 (slika 33B, levo). V VLP-ju CPn N-končna regija zaobjema jedro 
sosednje CPn-1 podenote podobno kot v virusu, nato pa se povsem iztegnjena 
nadaljuje do podenote CPi-2 na naslednjem obroču VLP-ja (slika 33B, desno). Med 
virusom in VLP-jem se popolnoma preuredi tudi zgradba C-končne regije, ki je v 
virusu dobro definirana s tesnimi interakcijami med sosednjimi C-končnimi 
regijami ter vRNA, medtem ko je v VLP-ju najverjetneje neurejena. 
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Slika 33: Plastičnost CP-ja. (A) Poravnava 3D zgradbe CP-ja iz virusa (siva) in VLP-ja (roza). Zaradi 
neurejenosti zgradbe, na sliki ni prikazanih 43 oz. 42 N-končnih aminokislinskih ostankov v virusu 
oz. VLP-ju ter 50 C-končnih ostankov v VLP-ju. (B) Predstavljeni sta zgradbi N-končne regije CP
PVY 
(levo) in CP
VLP
 (desno). Pobarvane so ekvivalentne CP enote v virusu in VLP-ju: rdeča: CP
n
, modra: 
CP
n-1
, zelena: CP
n-2
, rumena: CP
n-10
 v virusu oz. CP
i-2 
v VLP-ju. (C-E) Podrobnejši prikaz razlik v 
zgradbi osrednje regije CP
PVY
 (siva) in CP
VLP
 (roza). Prikazani so (C) zanka med ostankoma Gly
123
 in 
Gly
130
, (D) dobro ohranjeni ostanki Ser
125
, Arg
157
 in Asp
201
 (z rumenimi črtkanimi črticami so 
prikazane elektrostatske interakcije) ter (E) ostanki Arg
188
-Leu
195
 z α8 vijačnico. Črna puščica 
označuje fleksibilnost stranske verige Arg
188
 v VLP-ju glede na PVY CP.  
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4.3 DELECIJSKI CP MUTANTI V VLP-JIH 
4.3.1 Izolacija in čiščenje rekombinantnih proteinov 
Da bi opredelili vlogo iztegnjenih končnih regij CP-ja v VLP-ju, smo v bakterijah 
E. coli BL21(DE3) izrazili N- in C-končne delecijske mutante. Pripravili smo CP 
konstrukte z zaporednimi delecijami desetih aminokislin na N- ali C-koncu, in 
sicer: N9, N19, N29, N39, N49, N59, N69 in N79 ter C10, C20, 
C30, C40, C50 in C60 (slike 34, 35 in 36).  
 
 
Slika 34: Shematski prikaz delecijskih oblik CP-ja v virusu in VLP-ju. Na sredini so na atomskem 
modelu virusa označene N- in C-končne regije CP-ja, ki smo jih odrezali za pripravo mutantov. V 
kvadratku na vrhu slike sta shematska prikaza zgradbe CP-ja v virusu in VLP-ju. V kvadratkih na 
levi in desni strani slike pa so shematski prikazi delecijskih mutantov v virusu in VLP-ju, ki smo jih 
podrobneje preučili. Rdeča: N-končna regija; siva: osrednja regija; modra: C-končna regija. 
Črtkana črta v N- ali C-končni regiji predstavlja neurejeni del zgradbe. 
 
Zaradi lažjega čiščenja smo N mutante označili s histidinsko oznako His6. Kot 
kontrolo smo izrazili tudi divji tip CP z N- ali C-končno oznako His6. Vsi proteini 
razen mutanta N79 so se uspešno izrazili. Tako pri divjem tipu CP kot pri 
delecijskih mutantih je bilo izražanje boljše z oznako His6 na C-koncu kot na 
N-koncu. To je lahko posledica uporabe različnih plazmidov ali pa dodatno 
4 Rezultati 
 
63 
 
aminokislinsko zaporedje na N-koncu negativno vpliva na izražanje CP-ja. Poleg 
tega smo ugotovili, da je divji tip CP z N-končno oznako His6 slabše topen. Glede 
na rezultate testnega izražanja smo za produkcijo mutantov v večjem merilu 
uporabili sistem s C-končno oznako (za ΔN mutante) oz. brez oznake (za ΔC 
mutante). Iz NaDS-PAGE gelov lizatov ter tekom čiščenja delecijskih mutantov se 
je izkazalo, da sta med N-končnimi mutanti topna le N49 in N69 (slika 35), 
medtem ko so bili topni vsi C-končni mutanti (slika 36). 
 
 
Slika 35: Topnost ΔN delecijskih mutantov s His6 oznako na C-koncu v celičnem lizatu. NaDS-PAGE 
gel proteinskih vzorcev po lizi celic. Oznaka S predstavlja supernatant (topna frakcija), oznaka P 
predstavlja sediment (netopna frakcija), oznaka M prikazuje standard molekulskih mas. Nad 
gelom so shematski prikazi mutantnih oblik CP-ja. 
 
Slika 36: Topnost ΔC delecijskih mutantov v celičnem lizatu. NaDS-PAGE gel proteinskih vzorcev 
po lizi celic. Oznaka S predstavlja supernatant (topna frakcija), oznaka P predstavlja sediment 
(netopna frakcija), oznaka M prikazuje standard molekulskih mas. Nad gelom so shematski prikazi 
mutantnih oblik CP-ja. 
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Oba topna ΔN mutanta (ΔN49 in ΔN69) (slika 34) ter divji tip CP s C-končno 
oznako His6 (CP-His) smo očistili z Ni-afinitetno kromatografijo (slike 37, 38 in 39). 
Prisotnost plaščnega proteina v frakcijah smo preverjali tudi z imunodetekcijo po 
NaDS-PAGE in prenosu po Westernu (slika 41A). Izmed vseh topnih ΔC delecijskih 
mutantov smo se odločili za čiščenje le dveh najbolj zanimivih mutantov, in sicer 
ΔC40 in ΔC60. Za čiščenje ΔC delecijskih mutantov smo uporabili enak postopek 
kot pri čiščenju divjega tipa, to je precipitacijo s PEG 8000 in NaCl ter 
ultracentrifugiranje (slika 40). Mutant ΔC40 je imel odrezanih zadnjih 40 
aminokislinskih ostankov oz. neurejeni C-končni del, mutant ΔC60 pa je imel 
odrezanih zadnjih 60 aminokislinskih ostankov, ki predstavljajo neurejeni 
C-končni del skupaj z α8 vijačnico osrednje regije (slika 34). Končno čistost vseh 
izoliranih proteinov smo potrdili z NaDS-PAGE gelom (slika 41, B in C).  
 
 
Slika 37: Čiščenje mutanta N49. Prikazana sta kromatograma po prvi stopnji (levo) in drugi 
stopnji (desno) dvostopenjske Ni-afinitetne kromatografije. Črna krivulja predstavlja izmerjeno 
absorbanco pri 280 nm, siva črta predstavlja gradient imidazola, siv kvadratek pa označuje 
frakcije z mutantom N49. 
 
  
Slika 38: Čiščenje mutanta N69. Prikazana sta kromatograma po prvi stopnji (levo) in drugi 
stopnji (desno) dvostopenjske Ni-afinitetne kromatografije. Črna krivulja predstavlja izmerjeno 
absorbanco pri 280 nm, siva črta predstavlja gradient imidazola, siv kvadratek pa označuje 
frakcije z mutantom N69. 
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Slika 39: Čiščenje mutanta CP-CHis. Prikazan je kromatogram Ni-afinitetne kromatografije. Črna 
krivulja predstavlja izmerjeno absorbanco pri 280 nm, siva črta predstavlja gradient imidazola, siv 
kvadratek pa označuje frakcije z mutantom CP-CHis. 
 
Slika 40: NaDS-PAGE vzorcev po ultracentrifugiranju. Na gelih so prikazane frakcije saharoznega 
gradienta po ultracentrifugiranju vzorcev VLP (A), C40 (B) in C60 (C). Črka M označuje standard 
molekulskih mas Novex Sharp, črka V označuje vzorec pred ultracentrifugiranjem, številke 1-11 
označujejo frakcije saharoznega gradienta po ultracentrifugiranju, od nižje proti višji koncentraciji 
saharoze. Puščice označujejo lise s CP proteinom. 
 
Slika 41: Prenos po Westernu N mutantov med čiščenjem ter NaDS-PAGE očiščenih vzorcev. (A) 
Prenos po Westernu vzorcev N50, N30 in N70 po Ni-afinitetni kromatografiji. Uporabili smo 
standard molekulskih mas Magic Mark (M). Oznaka L pomeni celični lizat pred nanosom na 
kolono, številke 1-4 predstavljajo eluirane frakcije iz kolone. (B in C) NaDS-PAGE očiščenih vzorcev 
CP-His, N49, N69, VLP, C40 in C60. Uporabili smo standard molekulskih mas Novex Sharp. 
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S TEM tehniko negativnega kontrastiranja smo pokazali, da C-končna oznaka His6 
ne moti sestavljanja CP-jev v VLP filamente (slika 42). Poleg tega tudi nobena 
izmed ΔC delecij ni ovirala sestavljanja CP-jev v dolge filamente, podobne 
divjemu tipu VLP-jev (na sliki 42 so prikazani neočiščeni ΔC filamenti v celičnih 
lizatih ter vzorca ΔC40 in ΔC60 po čiščenju). Po drugi strani pa je delecija 
N-končnega dela onemogočila sestavljanje CP-jev v dolge filamente. Pri slednjih 
smo namreč v vzorcih opazili le globularne proteinske agregate, značilne za VLP 
vzorce, medtem ko filamenti niso bili prisotni (slika 42). 
 
 
Slika 42: TEM s tehniko negativnega kontrastiranja rekombinantnih CP mutantov. Oznaka O 
pomeni očiščen protein, oznaka S pomeni celični lizat (supernatant). V podoknih so shematski 
prikazi zgradbe mutantnih oblik CP-jev. 
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S klasično TEM smo pri mutantih ΔN49 in ΔN69 pokazali, da ne tvorita 
filamentov, nismo pa mogli potrditi, ali so CP-ji prisotni v monomerni obliki ali v 
obliki manjših oligomerov. Za razrešitev tega vprašanja smo uporabili metodo 
SEC/UV-MALS-RI, s katero smo pokazali, da se CP-ji z odrezanimi 49 N-končnimi 
aminokislinskimi ostanki povezujejo v komplekse z velikostjo 210 kDa, kar glede 
na maso delecijskega proteina nakazuje na kompleks osmih CP-jev (slika 43). Po 
drugi strani so se ΔN69 CP-ji iz SEC kolone eluirali z velikostjo 24 kDa, kar 
nakazuje na monomerno obliko teh CP-jev (slika 43). 
 
 
Slika 43: Analiza sestavljanja N mutantov. (A) Analiza SEC/UV-MALS-RI vzorcev VLP, N49 in 
N69. Neprekinjena črta: UV odziv; črtana črta: sipanje svetlobe pri kotu 90°; pikčasta črta: 
izračunana molekulska masa. Na desni so shematski prikazi zgradbe mutantnih oblik CP-jev. (B) 
Prikaz delecije 49 in 69 N-končnih aminokislin na 3D zgradbi VLP-ja: z delecijo regije v turkizni 
barvi (in preostalega neurejenega dela N-konca) pridobimo mutanta N49, z delecijo regij do 
rumene barve pa dobimo mutanta N69. 
 
Rezultati SEC/UV-MALS-RI so v skladu s pričakovanji glede na 3D zgradbo VLP-ja 
(slika 43B). Iz VLP modela je razvidno, da z delecijo N-končnih 69 aminokislinskih 
ostankov onemogočimo povezovanje tako med obroči kot med sosednjimi CP 
enotami. Po drugi strani z delecijo N-končnih 49 aminokislinskih ostankov 
porušimo le povezavo med oktamernimi obroči, povezave znotraj obroča pa so 
še vedno prisotne. Ali se mutant N49 res pojavlja v obliki oktamernih obročev, 
smo analizirali s pristopi strukturne biologije. 
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4.3.2 Določanje zgradbe delecijskega mutanta N49 
4.3.2.1 Kristalizacija delecijskega mutanta N49 
Na sinhrotronu Elettra v Trstu, Italija, smo posneli sipanje 48-ih kristalov mutanta 
N49 (slika 44, A-C). Kljub večkratni optimizaciji pogojev za rast kristalov, smo 
pridobili le kristale, ki so sipali do ločljivosti največ 7 Å (slika 44D). Ker 
optimizacija pogojev ni pripomogla k izboljšanju kvalitete kristalov, smo za 
analizo zgradbe oligomera poskusili še s krio-EM. 
 
 
Slika 44: Kristalizacija delecijskega mutanta ΔN49. (A-C) Kristali ΔN49. (D) Sipanje X-žarkov na 
kristalu ΔN49. 
4.3.2.2 Analiza zgradbe delecijskega mutanta N49 s krio-EM 
Oktamerni kompleksi vzorca ΔN49 so bili dovolj veliki za detekcijo s krio-EM (slika 
45A). S posnetimi mikrografijami in sliko povprečja 2D razreda smo potrdili, da se 
CP-ji ΔN49 povezujejo v oktamerne obroče (slika 45, A, B in D). Med obroči je 
ohranjena nizka afiniteta do zlaganja (verjetno na podlagi privlačnih 
elektrostatskih interakcij), saj smo poleg posameznih obročev opazili tudi skupke 
do štirih povezanih obročev (slika 45, A in C).  
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Slika 45: Krio-EM analiza vzorca ΔN49. (A) Mikrografija vzorca ΔN49. S puščicami so označeni 
posamezni delci. (B) Pogled na izbrani delec od zgoraj nakazuje na obliko obroča. (C) Pogled od 
strani na delec s povezanimi štirimi obroči. (D) Slika povprečja 2D projekcij, ki nakazuje na obliko 
oktamernega obroča.     
4.3.3 Biofizikalna in biokemijska karakterizacija različnih oblik CP-ja  
4.3.3.1 Sekundarna zgradba 
Tretjino zgradbe CP-ja predstavljajo α-vijačnice, kar smo potrdili tudi s 
CD-spektrom, ki ima značilno obliko za α-vijačnico. Pri deleciji iztegnjene N- ali 
C-končne regije CP-ja se je oblika krivulje CD spektra ohranila, s čimer smo 
potrdili, da tudi mutanti ohranjajo zvitje, podobno divjemu tipu CP-ja (slika 46). 
Razlike v intenziteti CD-spektra bi lahko bile posledica spremembe deleža 
α-vijačnic v posameznem proteinu ali pa so posledica razlik v koncentracijah 
vzorcev. 
 
 
 
Slika 46: Cirkularni dikroizem rekombinantnih CP-jev. Prikazani so CD-spektri očiščenih vzorcev 
VLP, ΔN49, ΔN69, ΔC40 in ΔC60. Na desni so shematski prikazi zgradbe mutantnih oblik CP-jev. 
4 Rezultati 
70 
 
4.3.3.2 Stabilnost virusa, VLP-jev in delecijskih mutantov 
Temperaturno stabilnost virusa, VLP-jev in delecijskih mutantov smo analizirali z 
DSF (slika 47). Pri vzorcih PVY in ΔC60 denaturacija poteče v eni stopnji, medtem 
ko pri ostalih vzorcih opazimo dva ali več prevojev DSF krivulje (slika 47C). 
Več-stopenjski prehod lahko nakazuje, da najprej razpadejo filamenti oz. 
oktamerni obroči na monomerne CP enote, v naslednji stopnji pa se denaturirajo 
posamezni monomerni CP-ji. Ker pri več-stopenjskih prehodih lahko pride do 
prekrivanja posameznih vrhov krivulje, sta lahko interpretacija rezultatov ter 
posledično primerjava z drugimi vzorci manj zanesljivi. Vsekakor lahko glede na 
izmerjene rezultate trdimo, da delecije N- ali C-končne regije ne destabilizirajo 
zgradbe, nasprotno, v nekaterih primerih (npr. z višanjem koncentracije NaCl) 
celo bolj stabilizirajo komplekse. Ugotovili smo, da so VLP-ji stabilni v pH 
območju 5-10 (Tm 58-62 °C), medtem ko jih višanje koncentracije NaCl 
destabilizira, saj Tm1 pade iz 55 °C na 36 °C. Po drugi strani pa dodatek NaCl ne 
vpliva toliko na stabilnost PVY-a (Tm 58-53 °C), medtem ko njegova Tm iz 68 °C v 
pH 5 pade na 46 °C v pH 10.  
 
 
 
Slika 47: Rezultati DSF analize vzorcev PVY, VLP, ΔN49, ΔC40 in ΔC60. (A) Temperature prehodov 
vzorcev inkubiranih v različnih koncentracijah NaCl. (B) Temperature prehodov vzorcev 
inkubiranih v različnih pH. (C) Primerjave DSF krivulj vzorcev pri določenih koncentracijah NaCl. 
Na desni so shematski prikazi zgradbe mutantne oblike CP-jev. 
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Glede na DSF rezultate smo bolj natančno analizirali vpliv koncentracije NaCl na 
VLP-je. Z metodami BN-PAGE, TEM s tehniko negativnega kontrastiranja ter SEC 
smo dokazali, da višanje koncentracije NaCl v pufru destabilizira zgradbo VLP-jev 
in povzroči njihov razpad (slika 48). Na BN-PAGE gelu (slika 48A) lahko opazimo, 
da v PBS pufru (0,137 M NaCl) večina CP-jev ne vstopi v gel, ampak ostane v 
žepku gela, kar je pričakovano glede na velikost VLP filamentov. Z višanjem 
koncentracije NaCl postaja spodnja lisa vzorcev pri ~30 kDa vedno bolj izrazita, 
kar pomeni, da vedno več VLP-jev razpade na monomere. Lise pri višjih 
molekulskih masah v spodnji polovici gela verjetno predstavljajo dimerne do 
oktamerne komplekse CP-jev, medtem ko lise v zgornji polovici gela najverjetneje 
predstavljajo zložene obroče ter krajše segmente VLP-jev. To smo potrdili tudi s 
klasično TEM ter SEC kromatografijo (slika 48, B-D): pri VLP vzorcu, inkubiranem v 
0,5 M NaCl, lahko opazimo krajše segmente VLP-jev, pri inkubaciji v 2 M NaCl pa 
se ti segmenti še skrajšajo, verjetno na skupke iz nekaj obročev.   
 
 
Slika 48: Vpliv NaCl na stabilnost VLP filamentov. (A) BN-PAGE VLP vzorcev, inkubiranih pri 
različnih koncentracijah NaCl. (B in C) TEM mikrografiji VLP vzorca, inkubiranega v 0,5 in 2 M 
NaCl. (D) SEC kromatogram VLP vzorca, inkubiranega v PBS pufru (pH 7,4), fosfatnem pufru z 
0,5 M NaCl (pH 7,4) ali fosfatnem pufru z 2 M NaCl (pH 7,4). 
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4.3.3.3 Analiza delne proteolize N-končne regije CP-ja 
N-končnih 43 oz. 44 aminokislinskih ostankov v krio-EM gostoti virusa oz. VLP-ja 
ni definiranih. Z NaDS-PAGE, določitvijo aminokislinskega zaporedja in masno 
spektrometrijo smo pokazali, da do proteolize na N-koncu pride pri 20-30 % 
CP-jev v virusu in VLP-ju. Na NaDS-PAGE gelih vzorcev virusa, divjega tipa VLP ter 
ΔC40 in ΔC60 smo vedno opazili precej močne lise pri nižjih molekulskih masah, 
ki predstavljajo delno razgrajene CP-je (sliki 41C in 49A). Ta lisa se pri vzorcih 
ΔN49 in ΔN69 ne pojavi oz. je precej šibkejša. Z določitvijo aminokislinskega 
zaporedja iz NaDS-PAGE lis vzorcev PVY-a in VLP-ja smo pri virusu potrdili, da lise 
pri nižjih molekulskih masah predstavljajo delno razgrajeni CP (slika 49). Pri 
VLP-ju tega nismo mogli potrditi, saj je bila določitev N-končnega zaporedja 
uspešna le za divji tip CP. Lisa pri nižji molekulski velikosti ni bila berljiva, kar je 
lahko posledica procesiranja proteina med produkcijo v bakterijah (Speicher idr., 
2001) (slika 49).  
 
Delno proteolizo CP-jev na N-koncu smo potrdili tudi z MALDI-TOF MS, kjer lahko 
pri vseh vzorcih razen ΔN mutantih opazimo vrhove pri nižjih molekulskih masah, 
ki predstavljajo razgrajene CP-je (slika 50).  
 
 
Slika 49: Določitev aminokislinskega zaporedja CP-ja v PVY-u in VLP-ju. (A) NaDS-PAGE lise PVY-a 
in VLP-ja, prenesene na PVDF membrano. (B) Rezultati določitve aminokislinskega zaporedja s 
postopkom Edmanove razgradnje iz lis, označenih na panelu (A).  
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Slika 50: Primerjava MALDI-TOF masnih spektrov PVY-a in različnih VLP konstruktov. Vrhovi, ki 
pripadajo intaktnim CP-jem, so označeni z *. Ostali vrhovi predstavljajo skrajšane CP-je in so 
opazni pri vseh vzorcih razen ΔN49. Na desni so shematski prikazi zgradbe mutantne oblike 
CP-jev. 
 
Rezultati analize N-končnega dela CP-ja nakazujejo, da je proteoliza N-končne 
regije prisotna, vendar le pri tretjini CP-jev v virusu in VLP-ju, zato predvidevamo, 
da je krio-EM gostota prvega dela N-končne regije nedefinirana predvsem zaradi 
visoke fleksibilnosti te regije in le delno zaradi proteolize. 
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4.4 VPLIV DELECIJSKIH OBLIK CP-JA NA INFEKTIVNOST VIRUSA 
Za analiziranje vpliva N- in C-končne regije na infektivnost virusa smo pripravili tri 
delecijske mutante CP-ja v virusu. Z mutagenezo smo odstranili 50 N-končnih 
aminokislinskih ostankov CP-ja (ΔN50-CP) ali 40 oz. 60 C-končnih aminokislinskih 
ostankov CP-ja (ΔC40-CP oz. ΔC60-CP). Po pripravi PVY cDNA, smo plazmide v 
rastline N. clevelandii vnesli z metodo biolističnega bombardiranja spodnjih listov 
ter po 7 oz. 14 dneh merili prisotnost vRNA (preglednica 4). 
 
Po okužbi rastlin s cDNA ΔC mutantov je bila prisotnost vRNA v inokuliranih listih 
izredno nizka (slika 51A). To lahko pomeni, da je bilo podvojevanje vRNA v 
rastlinskih celicah zelo omejeno oz. da se je stabilnost vRNA znižala zaradi 
omejenih interakcij s CP-jem. S TEM s tehniko negativnega kontrastiranja smo v 
listih, bombardiranih s cDNA ΔC40-CP in ΔC60-CP mutantov, opazili delce, 
podobne VLP-jem (slika 51B), ne pa tudi funkcionalnih virusov PVY. To nakazuje, 
da se vRNA v manjši meri še vedno lahko prevede v virusne proteine, pri čemer 
nastanejo CP-ji s C-končno delecijo. Le-ti imajo še vedno težnjo do sestavljanja 
kljub odsotnosti višjih koncentracij vRNA. Koncentracija vRNA je bila tudi pri 
mutantu ΔN50-CP precej nižja kot pri divjem tipu (WT), vendar pa signifikantno 
višja kot pri mutantih ΔC40-CP in ΔC60-CP (slika 51A). Kljub temu po 
pričakovanjih glede na 3D zgradbo ter eksperimente na ΔN50 mutantu iz 
bakterijskih celic, pri ΔN50-CP nismo opazili tvorbe filamentov (slika 51B). 
Predvidevamo, da delecija N-končnih ostankov dovoljuje podvojevanje virusne 
RNA znotraj celice, vendar pa omejuje oz. onemogoča premikanje virusa med 
celicami ter širjenje po celotni rastlini. Vse rastline, okužene z virusom divjega 
tipa, so kazale simptome okužbe, kot so zavrta rast, vihanje listov in 
porumenelost. Nasprotno, pri nobeni od rastlin okuženih z mutiranim virusom 
nismo opazili simptomov (slika 51C). 
Preglednica 4: Detekcija virusne RNA. Koncentracijo virusne RNA smo merili v bombardiranih 
listih 7 dni po bombardiranju ter v zgornjih listih 14 dni po bombardiranju. 
 Divji tip (WT) ΔN50-CP ΔC40-CP ΔC60-CP 
Bombardirani listi 
7/7 rastlin 7/7 rastlin 7/7 rastlin 7/7 rastlin 
21/21 listov 19/21 listov 11/21 listov 16/21 listov 
Zgornji listi 
7/7 rastlin 7/7 rastlin 7/7 rastlin 7/7 rastlin 
21/21 listov 0/21 listov 0/21 listov 0/21 listov 
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Slika 51: Infektivnost delecijskih mutantov virusa v rastlinah. (A) Relativna koncentracija virusne 
RNA v bombandiranih listih. (B) TEM mikrografije vzorcev iz listov rastlin. (C) Simptomi na 
rastlinah po okužbi z različnimi PVY kloni. Na vseh panelih so tudi shematski prikazi zgradbe 
mutantne oblike CP-jev. 
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5 RAZPRAVA 
5.1 ZGRADBA PVY PLAŠČNEGA PROTEINA 
PVY CP je edini strukturni protein virusa PVY in skrbi za zaščito genetskega 
materiala pred škodljivimi zunanjimi dejavniki. To omogočajo številne CP-CP ter 
CP-RNA interakcije, ki stabilizirajo celoten virion. Poleg tega pa ima potivirusni CP 
preko interakcij z različnimi vezavnimi partnerji tudi druge pomembne vloge v 
življenjskem ciklu virusa. Sodeluje pri prenosu virusa med rastlinami preko listne 
uši, pri podvojevanju in prevajanju vRNA ter pri medceličnem in sistemskem 
širjenju virusa v rastlini (Besong-Ndika idr., 2015; Dolja idr., 1995; Dolja idr., 
1994; Andrejeva, idr., 1999; Seo idr., 2013). Z določitvijo 3D zgradbe PVY-a in 
VLP-ja smo pokazali, kako posebej prilagodljiva zgradba CP-ju zagotavlja 
plastičnost in mu tako omogoča interakcije z različnimi vezavnimi partnerji. 3D 
zgradbo CP-ja namreč lahko razdelimo na tri regije: osrednjo globularno regijo 
ter N- in C-končni regiji (sliki 20A in 28A). Zgradba osrednje regije je v PVY-u in 
VLP-ju skoraj nespremenjena (vrednost RMSD je 0,84 Å) (slika 33A). Njena glavna 
naloga je zaščita virusnega genetskega materiala, saj okoli 2000 kopij CP-ja okoli 
vRNA tvori približno 3 nm debel proteinski plašč (slika 20B). Zgradba osrednje 
regije CPPVY je zelo dobro ohranjena tudi glede na predhodno poznane zgradbe 
CP-jev fleksibilnih filamentoznih (poteks- in poti-)virusov PapMV (Agirrezabala 
idr., 2015), BaMV (DiMaio idr., 2015) in WMV (Zamora idr., 2017), poleg tega pa 
so po objavi zgradbe PVY-a (Kežar idr., 2019) Cuesta idr. določili še eno zgradbo 
potivirusnega viriona s podobno zgradbo, in sicer zgradbo TuMV (Cuesta idr., 
2019) (slika 52).  
 
 
Slika 52: Poravnave atomskih modelov CP
PVY
, CP
WMV
, CP
TuMV
, CP
PepMV
 in CP
BaMV
. (A) Poravnava 
atomskih modelov potivirusnih CP
PVY
 (siva), CP
WMV
 (bordo rdeča, PDB ID: 5ODV) in CP
TuMV
 (zelena, 
PDB ID: 6T34). (B) Poravnava atomskih modelov potivirusa CP
PVY
 (siva) s poteksvirusnima CP
PepMV
 
(turkizna, PDB ID: 5FN1) in CP
BaMV
 (oranžna, PDB ID: 5A2T). 
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Večjo strukturno plastičnost pa lahko opazimo v iztegnjenih N- in C-končnih 
regijah tako med omenjenimi virusi kot tudi med CPPVY in CPVLP (slike 20, 28, 33, A 
in B, ter 52). Dolžina in odsotnost sekundarnih zgradb v obeh končnih regijah 
omogočata CP-jem prilagajanje zgradbe interakcijam z vezavnimi partnerji.  
5.1.1 N-končna regija 
Prvi del N-končne regije (Gly1-His42 v primeru PVY) je tako kot pri ostalih 
fleksibilnih filamentoznih virusih, tudi v PVY-u in VLP-ju izpostavljen na zunanji 
površini filamentov in je izredno fleksibilen, zato mu nismo mogli določiti 3D 
zgradbe.  Na začetku N-končne regije potivirusnih CP-jev se nahaja dobro 
ohranjena DAG regija (v PVY so to aminokislinski ostanki Asp6-Ala7-Gly8) (López-
Moya idr., 1999) (slika 53). Le-ta naj bi služil pripenjanju virusa na listno uš preko 
virusnega proteina HC-Pro, ki najverjetneje deluje kot mostiček med CP-jem in 
stiletom listne uši (Blanc idr., 1997; Flasinski in Cassidy, 1998; Wang idr., 1998). 
Temu motivu v PVY-u sledi zaporedje Asn27-Lys28-Glu29-Lys30-Glu31-Lys32-Asp33-
Val34-Asn35 (slika 53), ki je zelo homologno zaporedju za cepitev z bakterijskimi 
tripsinu-podobnimi encimi (Kalnciema idr., 2012). Cepitev N-končne regije ima 
verjetno biološko funkcijo, saj naj bi se na ta način virion sprostil iz stileta listne 
uši v tarčno rastlino (B. D. Harrison in Robinson, 1988). V tej študiji smo s 
pomočjo NaDS-PAGE, N-končne določitve zaporedja in masne spektrometrije 
pokazali, da je do cepitve N-končne regije prišlo pri približno 30 % CP-jev v virusu 
ter približno 20 % CP-jev v VLP-ju (sliki 49 in 50), kar je lahko posledica prisotnosti 
proteaz v rastlinah (proteoliza virusa) ali bakterijah (proteoliza VLP-jev) oz. 
možne degradacije zaradi staranja vzorca. Ker je celotna N-končna regija še 
vedno prisotna pri več kot dveh tretjinah CP-jev, smo s tem potrdili, da je 
odsotnost krio-EM gostote te regije res posledica fleksibilnosti in ne cepitve. 
 
Preostali del N-končne regije (Val44-Gln77) na površini PVY-a oz. VLP-ja deluje kot 
zaponka, ki med seboj povezuje sosednje CP enote (slike 20, 22, 24, 28 in 30). 
Zaradi prožnosti te regije je omogočena različna arhitektura sestavljanja CP-jev v 
prisotnosti ali odsotnosti vRNA, torej sestavljanje s simetrijo vijačnice v virionu 
(slika 21) ali v oktamerne obroče v VLP-ju (slika 29). N-končna regija je pri 
potivirusih WMV in TuMV zelo podoba PVY-u (slika 52A), kjer med seboj 
povezuje dve sosednji CP enoti ter sega na CP enoto v naslednjem zavoju 
vijačnice (Cuesta idr., 2019; Zamora idr., 2017). Po drugi strani pa je N-končna 
regija v poteksvirusih PepMV in BaMV precej krajša in med seboj povezuje le dve 
sosednji CP enoti, do CP enote v naslednjem zavoju pa ne seže (slika 52B) 
(Agirrezabala idr., 2015; DiMaio idr., 2015). 
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Slika 53: Aminokislinska poravnava potivirusnih CP-jev. Zeleni kvadratek označuje ohranjeno 
zaporedje DAG, moder kvadratek označuje zaporedje v PVY-u, kjer najverjetneje pride do cepitve 
N-končnega dela, zelene puščice označujejo ohranjene aminokislinske ostanke za vezavo RNA. 
Nad poravnavo je shematski prikaz sekundarnih zgradb v CP
PVY
. 
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5.1.2 C-končna regija 
C-končna regija je v nasprotju s podatki iz literature v celoti skrita v notranjosti 
PVY in VLP filamentov. Tako N- kot C-končna regija sta vsaj v določeni meri 
občutljivi na delovanje tripsina, zato so raziskovalci do sedaj domnevali, da se 
obe nahajata na površini viriona (Anindya in Savithri, 2003; Dolja idr., 1995; Dolja 
idr., 1994; Gallo idr., 2018; Kalnciema idr., 2012; Seo idr., 2013; Shukla idr., 
1988). Z določitvijo krio-EM zgradbe virusa pa smo pokazali, da je celotni C-konec 
tesno zasidran v notranjosti filamenta (slika 20, B in C), na površini pa je lahko 
izpostavljen le na 3' koncu filamenta (glede na polarnost RNA) oz. na koncih 
poškodovanih virionov (slika 54). V virionu je s tesnimi stiki med sosednjimi 
enotami ter vRNA dobro definiran v celoti, medtem ko je v VLP-ju zaradi 
odsotnosti vRNA ter porušitve helične arhitekture neurejen.  
 
 
Slika 54: Poškodovani virioni PVY. TEM mikrografija s tehniko negativnega kontrastiranja 
prikazuje vzorec s poškodovanimi ter prelomljenimi PVY virioni (označeni s puščicami).  
 
Podobno zgradbo C-konca CP-ja lahko opazimo tudi pri potivirusih WMV in 
TuMV, vendar v teh dveh primerih zgradbe niso mogli določiti zadnjim 17 oz. 16 
aminokislinskim ostankom (slika 52A). Poleg tega smo lahko samo pri PVY-u, 
poleg ohranjene reže za vezavo virusne RNA, pokazali še drugo mesto interakcije 
z RNA, in sicer s Ser240 na sredini iztegnjene C-končne regije (slika 25). Ravno tako 
je zanimiva tudi razlika v zvitju C-končne regije med potivirusi in poteksvirusi. 
Le-ta je v potivirusih zelo iztegnjena (Cuesta idr., 2019; Kežar idr., 2019; Zamora 
idr., 2017) in v PVY-u sega do enote CPn-17 v drugem zavoju vijačnice (sliki 22 in 
24), medtem ko pri poteksvirusih BaMV in PePMV C-končna regija sega le preko 
enega zavoja vijačnice in se nato obrne proti notranjosti filamenta (Agirrezabala 
idr., 2015; DiMaio idr., 2015) (slika 52). 
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5.1.3 Primerjava zgradb fleksibilnih in paličastih virusov 
Iz do sedaj poznanih zgradb fleksibilnih filamentoznih virusov, vključno z zgradbo 
PVY-a, lahko sklepamo, da je arhitektura teh virusov zelo ohranjena, kljub 
drugačni primarni zgradbi CP-jev iz različnih družin virusov. Znane zgradbe 
poteks- in potivirusov predstavljajo virione s premerom približno 130 Å, ~8,8 CP 
enot na zavoj ter višino zavoja ~35 Å (Agirrezabala idr., 2015; Cuesta idr., 2019; 
DiMaio idr., 2015; Kežar idr., 2019; Zamora idr., 2017) (slika 55). Po drugi strani 
so arhitekture paličastih virusov bolj heterogene in kljub temu, da imajo CP-ji 
paličastih virusov med seboj podobno zvitje ter so aminokislinski ostanki za 
vezavo virusne RNA med paličastimi virusi ohranjeni, plašči posameznega virusa 
velikokrat obstajajo v več možnih arhitekturah. Na primer TMV virion ima 
ponavadi premer 180 Å s 16,3 CP enot na zavoj, medtem ko se pri nižjem pH 
pojavi v obliki viriona s premerom 190 Å in 17,3 enotami na zavoj (Mandelkow 
idr., 1976). Podobno lahko tudi virus črtastega mozaika ječmena (BSMV, angl. 
barley stripe mosaic virus) v istem vzorcu tvori virione s premerom 224 Å in 22,2 
CP enotami na zavoj ter virione s premerom 216 Å in 21,2 CP enotami na zavoj 
(Clare idr., 2015). 
 
Togi paličasti virusi imajo tudi popolnoma drugačno zgradbo CP-ja kot fleksibilni 
filamentozni virusi, čeprav se oboji okoli virusne RNA sestavljajo v obliki vijačnice. 
Približno 17-kDa CP-ji paličastih virusov (Clare idr., 2015; Ge in Zhou, 2011) imajo 
v nasprotju s 30-kDa CP-ji fleksibilnih filamentoznih virusov podolgovato in 
kompaktno obliko (pri obojih sicer v zgradbi prevladujejo α-vijačnice) brez 
iztegnjenih končnih regij, in se v toge virione sestavljajo kot opeke (slika 55). 
Izrazita prožnost fleksibilnih filamentoznih virusov je torej posledica predvsem 
obeh iztegnjenih končnih regiji, ki močno povečata obseg in fleksibilnost 
povezovanja sosednjih CP enot. Pri virionih potivirusov je bila opažena nekoliko 
večja fleksibilnost kot pri virionih poteksvirusov (Kendall idr., 2008; Stubbs idr., 
2008), kar je najverjetneje posledica daljših iztegnjenih končnih regij v potivirusih 
(sliki 52 in 55). Posamezen CP v PVY-u namreč interagira z 12-imi sosednjimi CP-ji, 
medtem ko CP v BaMV interagira le z osmimi sosednjimi CP-ji (DiMaio idr., 2015).  
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Slika 55: Primerjava arhitekture fleksibilnih filamentoznih ter togih paličastih virusov. 
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5.1.4 Primerjava zgradb fleksibilnih filamentoznih VLP-jev 
Kljub podobni zgradbi CP-jev med fleksibilnimi filamentoznimi virusi, le-ti v 
odsotnosti vRNA tvorijo oligomere različnih oblik. Z določitvijo zgradbe VLPPVY 
smo pokazali, da se CPPVY v odsotnosti vRNA zlaga v oktamerne obroče, le-ti pa se 
nalagajo v dolge virusu podobne filamente. Trenutno sta poleg VLPPVY poznani le 
dve drugi zgradbi fleksibilnih filamentoznih VLP-jev, in sicer poteksvirusni 
VLPAltMV pri ločljivosti 13 Å (Donchenko idr., 2017) ter za našimi rezultati (Kežar 
idr., 2019) objavljena zgradba VLP-ja potivirusa TuMV pri ločljivosti 8 Å (Cuesta 
idr., 2019). Zaradi nižje ločljivosti slednjih krio-EM gostot gradnja atomskega 
modela VLP-jev ni bila mogoča, je pa iz krio-EM gostot razvidno, da v nasprotju z 
VLPPVY, VLPTuMV in VLPAltMV ohranjata simetrijo vijačnice izvornega virusa. 
 
Zaenkrat še ne moremo trditi, kaj je vzrok za edinstveno arhitekturo VLPPVY 
filamentov v obliki naloženih oktamernih obročev. CPPVY in CPTuMV imata zelo 
podobno zgradbo v virusu (slika 52A), medtem ko 3D atomskih modelov CPTuMV 
in CPAltMV iz VLP-jev ter CPAltMV iz viriona zaradi nizke ločljivosti krio-EM gostote 
niso mogli zgraditi. Ko bodo znane tudi slednje zgradbe CP-jev z blizu-atomsko 
ločljivostjo, bo najverjetneje lažje razložiti, do kakšnih strukturnih sprememb 
pride pri CPPVY v primerjavi s CP-ji ostalih VLP-jev, ki najverjetneje tudi vodijo v 
različno arhitekturo VLP-filamentov. Trenutno lahko kot vzrok za različno 
arhitekturo izločimo le pripravo VLP-jev v različnih gostiteljskih sistemih, saj so 
bili tako VLPPVY kot tudi VLPAltMV pripravljeni v bakterijskih celicah (Donchenko 
idr., 2017), medtem ko so bili VLPTuMV proizvedeni v rastlinah (Cuesta idr., 2019). 
5.2 DELECIJSKI CP MUTANTI V VLP-JU  
Z delecijskimi oblikami N- in C-končne regije CP-ja v VLP-ju smo pokazali vpliv 
obeh regij na sestavljanje filamentov. Edine povezave med oktamernimi obroči v 
VLP-ju, ki smo jih v krio-EM gostoti lahko določili, so N-končne regije, ki 
omogočajo povezovanje enot tako v aksialni kot radialni smeri (sliki 28 in 30): 
N-končna regija Val44-Ser59 v VLP-ju predstavlja mostiček, ki povezuje CP enoti 
dveh sosednjih obročev, medtem ko N-končna regija Met54-Gln77 med seboj 
povezuje dve sosednji CP enoti istega obroča. Delecija N-konca zato onemogoči 
sestavljanje CP-jev v dolge VLP filamente (slike 41, 42 in 44). Z metodami 
SEC/UV-MALS-RI in krio-EM smo pokazali, da delecija N-končnih 49 
aminokislinskih ostankov povzroči, da se CP-ji lahko povezujejo le v oktamerne 
obroče, ne pa tudi v filamente (slike 42, 43 in 45). Kljub temu imajo tudi obroči 
med seboj tendenco do sestavljanja, saj smo s krio-EM lahko opazili komplekse 
dveh do štirih obročev, ki so najverjetneje posledica privlačnih elektrostatskih sil 
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med zgornjo in spodnjo površino obroča (sliki 31 in 45C). Z delecijo N-končnih 69 
aminokislinskih ostankov CP-ja pa smo preprečili tudi sestavljanje CP enot v 
obroče ter tako glede na rezultate SEC/UV-MALS-RI pridobili topno monomerno 
obliko 24-kDa CP-ja (sliki 42 in 43).  
 
Po drugi strani, glede na TEM mikrografije (slika 42), delecije C-končne regije ne 
vplivajo na sestavljanje CP enot v VLP-je. Za natančnejšo opredelitev arhitekture 
sestavljanja C mutantov bodo potrebne nadaljnje študije, saj trenutno ne 
moremo trditi, ali se CP-ji v odsotnosti C-končne regije sestavljajo v obroče ali 
obliko vijačnice. Predvidevamo, da se z odstranitvijo C-končne regije v notranjosti 
VLP filamenta sprosti prostor (slika 56), kar bi v prihodnosti lahko izkoristili za 
pripravo votlih filamentov v nanobiotehnološke namene. Primer podobne 
uporabe so paličasti TMV-ji, ki so jih Czapar idr. pripravili za dostavo učinkovine 
fenantriplatin v rakava tkiva (Czapar idr., 2016). Czapar idr. so izkoristili 
negativno nabito površino 4-nanometerskega notranjega kanalčka TMV-ja tako, 
da so na posamezen virus vezali okoli 2000 kationov fenantriplatina. Učinkovine 
iz platine so same po sebi precej toksične, z uporabo dostavnih sistemov pa je 
zdravilo zaščiteno ter omogoča tkivno specifično dostavo v celice. Oblika 
paličastih ali filamentoznih virusov ima pri dostavi prednosti pred sferičnimi delci, 
saj njihova podolgovata oblika omogoča hitrejši prehod skozi porozni material, 
filamentozni delci pa imajo zaradi uspešnejšega izogibanja fagocitozi tudi daljši 
zadrževalni čas v krvnem obtoku (Geng idr., 2007).  
 
 
Slika 56: Shematski prikaz notranjih kanalčkov različnih filamentoznih delcev. Prikazane so 
različne oblike notranjih kanalčkov virusov PVY, PepMV in TMV ter hipotetični primer notranjega 
kanalčka pri C60 mutantu na podlagi zgradbe VLP
PVY
. Na desni sta prikazani TEM mikrograiji s 
kompaktnim PVY filamentom ter filamentom C40, pri katerem je opazen notranji kanalček. 
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5.3 VPLIV N- IN C-KONČNIH CP REGIJ NA INFEKTIVNOST PVY-A 
V preteklih študijah je bilo pokazano, da potivirusni CP-ji sodelujejo pri 
medceličnem širjenju ter sistematskih premikih virusa po rastlini, kjer imajo 
pomembno vlogo vse tri regije CP-ja (Dolja idr., 1995; Dolja idr., 1994; Seo idr., 
2013). Dolja idr. so na potivirusu TEV pokazali, da deleciji ∆N29-CP ali ∆C17-CP ne 
vplivata na sestavljanje virionov, po drugi strani pa močno upočasnita 
medcelično širjenje virusa, medtem ko je sistemsko širjenje virusa po rastlini 
popolnoma inhibirano (Dolja idr., 1995; Dolja idr., 1994). Prav tako so Seo idr. na 
CPSMV pokazali, da tudi točkovne mutacije C-končnih aminokislinskih ostankov 
Arg245, His246 in Asp250 vplivajo na širjenje in infektivnost samega virusa (Seo idr., 
2013). 
 
Vpliv končnih regij CPPVY na infektivnost virusa smo analizirali z delecijskimi 
oblikami CP-ja v virusu. V listih okuženih rastlin smo merili koncentracijo virusne 
RNA, spremljali nastanek virionov ter opazovali simptome okuženih rastlin (slika 
51, preglednica 4). N-končna regija CP-ja ima najverjetneje pomembno vlogo pri 
širjenju virusa po rastlini, saj je pri okužbi s cDNA virusa ΔN50-CP prišlo do 
šibkejšega pomnoževanja vRNA v primerjavi z divjim tipom, širjenje in tvorba 
filamentov pa sta bila onemogočena (slika 51, preglednica 4). Po drugi strani je 
bilo pomnoževanje vRNA pri ΔC40-CP in ΔC60-CP skoraj popolnoma 
onemogočeno, opazili pa smo nekaj VLP-jem podobnih delcev (slika 51B). Iz tega 
sklepamo, da se v primeru delecije C-končne regije CP-ja vRNA ob vnosu v 
rastlino v manjši meri vseeno prevede v virusne proteine, kljub temu pa je 
onemogočena tvorba funkcionalnega virusa in širjenje virusnih komponent po 
rastlini. Glede na pridobljene rezultate lahko trdimo, da sta tako N- kot C-končna 
regija ključnega pomena v življenjskem ciklu virusa, saj virus ob deleciji katerekoli 
končne regije izgubi zmožnost infektivnosti. 
5.4 MOŽNOST NADALJNE UPORABE VLP FILAMENTOV 
VLPPVY so zaradi svoje simetrično urejene zgradbe s ponavljajočim se vzorcem na 
površini, relativno nezahtevne genetske ali kemične modifikacije ter nenazadnje 
enostavnih metod izolacije, zelo zanimivi za nadaljnjo funkcionalizacijo notranje 
ali zunanje površine ter uporabo v različnih bionanotehnoloških aplikacijah. S 
poznavanjem natančne zgradbe VLPPVY lahko predvidimo potencialna mesta za 
modifikacijo CP-jev ter s tem funkcionalizacijo sestavljenih VLP-jev. 
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Na površini VLP-jev smo preučili izpostavljene aminokislinske ostanke Glu68, 
Glu72, Glu107, Thr106, ΔC27 Ser240 in Met267 ter jih s točkovno mutagenezo 
spremenili v cisteine s funkcionalno tiolno skupino, opisano v magistrski nalogi 
Marije Srnko (Srnko, 2018). VLP-je (sestavljene iz CP mutantov Glu72Cys, 
Glu107Cys, ΔC27 Ser240Cys in Met267Cys), ki so imeli podobno morfologijo in 
stabilnost kot divji tip, smo označili s fluorescenčnim barvilom Alexa Fluoro 488. 
Le-to naj bi se specifično vezalo na izpostavljene tiolne skupine, kar smo potrdili s 
kontrolnim CP-mutantom brez naravno prisotnega cisteinskega ostanka, ki ni 
izkazal vezave tega barvila v primerjavi z izbranimi mutanti. V nadaljnjih študijah 
smo na omenjene tiolne skupine želeli vezati tudi zlate nanodelce, označene z 
malemidom, vendar bo potrebno te vezavne študije še optimizirati.  
 
VLPPVY bi lahko uporabili tudi kot ogrodje za prikaz peptidov na površini 
filamentov ali vezavo manjših molekul v notranji kanalček filamenta. Z določitvijo 
zgradbe VLPPVY smo potrdili, da je za vezavo peptidov na površino filamenta 
verjetno najbolj perspektivna uporaba različnih dolžin N-končne regije, ki bi lahko 
imela vlogo povezovalca med VLP-jem in heterolognim peptidom. Po drugi strani 
pa iz poznane VLPPVY zgradbe predvidevamo, da lahko volumen notranjega 
kanalčka povečamo z delecijo različnih dolžin C-končne regije CP-ja (slika 56) in s 
tem povečamo notranjo površino za vezavo molekul. V prihodnjih študijah na 
VLPPVY bomo tako s specifično funkcionalizacijo zunanje ali notranje površine 
filamentov poskusili pridobiti kandidate za biotehnološko uporabo (slika 57). 
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Slika 57: Potencialna uporaba VLP
PVY
 v biotehnoloških aplikacijah. Fleksibilne filamentozne VLP
PVY
 
bi v prihodnosti lahko uporabili kot dostavne sisteme (prenos tovora na površini ali v notranjem 
kanalčku), ogrodje za depozicijo kovin ali prikaz proteinov, peptidov in drugih molekul na njihovi 
površini. Z genskim inženiringom lahko študiramo pripravo alternativnih oblik delcev, ter 
funkcionaliziramo zunanjo površino s spremembo površinskega naboja ali dodatkom 
funkcionalnih skupin. VLP-ji so lahko uporabni v študijah sestavljanja virusa ter razvoju 
antivirusnih učinkovin.  
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6 ZAKLJUČKI 
- Določili smo zgradbo virusa PVY z ločljivostjo 3,4 Å, ki trenutno v svetovnem 
merilu predstavlja krio-EM model fleksibilnega nitastega virusa z najvišjo 
ločljivostjo. 
 
- Določili smo zgradbo VLPPVY z ločljivostjo 4,1 Å, ki je sploh prva zgradba 
fleksibilnega filamentoznega VLP-ja z blizu-atomsko ločljivostjo. 
 
- Zgradba VLPPVY je zaenkrat edina določena zgradba fleksibilnega 
filamentoznega VLP-ja, kjer je VLP filament sestavljen iz naloženih CP 
obročev, v nasprotju z ostalimi filamentoznimi VLP-ji, ki ohranjajo helično 
simetrijo izhodnega virusa.  
 
- CPPVY je sestavljen iz osrednje globularne regije ter iztegnjenih N- in 
C-končnih regij. Slednji omogočata preoblikovanje in prilagajanje zgradbe 
CP-ja različnim vezavnim partnerjem ter sestavljanje v filamente z različno 
arhitekturo. 
 
- Vlogo N- in C-končnih regij pri sestavljanju v VLP in pri infektivnosti virusa 
smo potrdili s produkcijo delecijskih oblik CP-ja v bakterijskih celicah oz. s 
transformacijo rastlin s cDNA virusa PVY z delecijo na CP-ju. 
 
- V VLP-jih delecija ΔN onemogoči sestavljanje filamentov in vodi v prisotnost 
posameznih oktamernih obročev ali celo topnih monomernih CP-jev, 
medtem ko delecija ΔC ne vpliva na sestavljanje filamentov in najverjetneje 
vodi v tvorbo še bolj stabilnih votlih filamentov. 
 
- Za uspešno infekcijo virusa v rastlini sta nujno potrebni tako N- kot C-končna 
regija CP-ja. Delecija N-končne regije onemogoči tvorbo virusnih filamentov, 
delecija C-končne regije pa prepreči podvojevanje vRNA. Posledično je bilo v 
obeh primerih širjenje virusnih komponent po rastlini onemogočeno. 
 
- Rezultati doktorskega dela predstavljajo pomemben prispevek k 
razumevanju mehanizma infekcije virusa PVY in samega sestavljanja viriona, 
kar lahko omogoči bolj specifično načrtovanje strategij za zaščito rastlin. 
Poleg tega poznavanje natančne 3D zgradbe PVY in VLP filamentov omogoča 
razvoj nanotehnoloških aplikacij na podlagi fleksibilnih filamentoznih 
nanodelcev. 
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S pridobljenimi rezultati smo uspeli potrditi obe hipotezi doktorske študije: 
1. Določitev krio-EM zgradb tako virusa kot VLP-ja nam je omogočila 
vpogled v specifične interakcije med CP-ji v virusnem plašču ter VLP-ju. Z 
opisanimi interakcijami smo lahko razložili razlike v arhitekturi PVY in VLP 
filamentov, sestavljenih v prisotnosti oz. odsotnosti vRNA. Stabilno 
sestavljanje CP-jev v filamente z različno simetrijo omogočata predvsem 
iztegnjeni N- in C-končni regiji CP-jev, ki lahko zaradi svoje fleksibilnosti 
prilagajata svojo zgradbo glede na različne okoliščine v življenjskem ciklu 
virusa. 
 
2. Na podlagi znane zgradbe VLP-ja smo z delecijo različnih dolžin N-končne 
regije CP-ja pripravili dva zanimiva CP mutanta. Oba sta glede na 
CD-spekter ohranila zvitje osrednje regije s pretežno zgradbo iz α-vijačnic, 
obenem pa sta bila nezmožna sestavljanja v dolge filamente. Delecija 49 
N-končnih aminokislinskih ostankov vodi v tvorbo oktamernih obročev iz 
CP-jev, ki so nezmožni sestavljanja v daljše filamente, medtem ko delecija 
69 N-končnih aminokislinskih ostankov vodi v prisotnost topnih 
monomernih CP-jev. 
Na podlagi opisanih rezultatov smo s sodelavci iz Kemijskega inštituta, Ljubljana, 
Slovenija, Nacionalnega inštituta za Biologijo, Ljubljana, Slovenija, ter inštituta 
Central European Institute of Technology, Brno, Češka, objavili izvirni znanstveni 
članek v reviji Science Advances (Kežar idr., 2019). Članek je priložen v poglavju 9. 
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7 PRILOGE 
Priloga 1: Preglednica z oligonukleotidi za pripravo genskega konstrukta za produkcijo divjega tipa PVY CP. 
Divji tip CP 
 Gen Zaporedje oliga Legenda Opombe 
FW 
oligo 
divji tip ATGAATTCATATGGGAAATGACACAATCGATGCAGGAGG 
EcoRI, NdeI, 
start, zaporedje 
CP. Kloniran v vektor pT7-7. 
Odpornost na: ampicilin. 
REV 
oligo 
divji tip TAGAATTCTCACATGTTCTTGACTCCAAGTAGAGTATGC 
Zaporedje CP, 
EcoRI, 
Stop 
 
Priloga 2: Preglednica z oligonukleotidom pri vnosu dveh tihih točkovnih mutacij v zaporedje PVY CP. 
Točkovna mutacija na divjem tipu CP 
 Gen Zaporedje oliga Legenda Opombe 
oligo divji tip 
GAACACTTACTGGAGTATGCTCCACAGCAAATTGAC-
ATCTCAAATACACGAGCAACTCAA 
C G 
TA 
Zaradi uvedbe restrikcijskega mesta XhoI na C-konec 
zaporedja CP, smo odpravili dve naravni mesti za XhoI znotraj 
zaporedja za CP. 
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Priloga 3: Preglednica z oligonukleotidi za pripravo genskih konstruktov za produkcijo N-končnih delecijskih mutantov. 
N-končne delecije 
 Gen Zaporedje oliga Legenda Opombe 
REV 
oligo 
divji tip ATAAGCTTTCATCACATGTTCTTGACTCCAAGTAGAG 
Zaporedje 
CP, HindIII, 
Stop 
Kloniramo v vektor pProExHt. 
Pridobljeni proteini imajo 
N-končno histidinsko oznako 
His6 s cepitvenim mestom za 
TEV proteazo. 
 
Odpornost na: ampicilin. 
 
FW 
oligo 
divji tip GCCCATGGGAAATGACACAATCGATGCAG 
NcoI, Start, 
zaporedje 
CP. 
 
Kloniramo v vektor pET28. 
Pridobljeni proteini imajo 
C-končno histidinsko oznako 
His6 s cepitvenim mestom za 
TEV proteazo. 
 
Odpornost na: kanamicin. 
N10 ATCCATGGGTAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAG 
N20 ATCCATGGGTAGCATTCAACCAAATCTCAAC 
N30 ATCCATGGGTAAGGAAAAGGACGTGAATGTTG 
N40 ATCCATGGGAACTCATACTGTGCCACG  
N50 ATCCATGGGTATCACGTCCAAAATGAGAATGC 
N60 ATCCATGGGTAAAGGTGCAACTGTACTAAATTTGG 
N70 ATCCATGGGTTTACTCGAGTATGCTCCACAG 
N80 ATCCATGGGTATCTCAAATACTCGAGCAACTC 
REV 
oligo 
divji tip 
ATCTCGAGGCCCTGAAAATACAGGTTTTCCATGTTCT-
TGACTCCAAGTAGAGTATG 
XhoI, TEV 
mesto, 
zaporedje 
CP 
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Priloga 4: Preglednica z oligonukleotidi za pripravo genskih konstruktov za produkcijo C-končnih delecijskih mutantov. 
C-končne delecije 
 Gen Zaporedje oliga Legenda Opombe 
FW 
oligo 
divji tip GCCCATGGGAAATGACACAATCGATGCAG 
NcoI, 
start, 
zaporedje 
CP. Kloniramo v vektor pET28. 
Pridobljeni proteini nimajo His6 
oznake. 
 
Odpornost na: kanamicin. 
REV 
oligo 
C10 AAGCTTCAACTTGGAGAGACATCCTCGG 
HindIII, 
stop, 
zaporedje 
CP. 
 
C20 AAGCTTCACTCTGTGTTCTCCTCTTGTGTAC 
C30 AAGCTTCAACCGTCCAACCCGAAAAGTC 
C40 AAGCTTCATGATTTCAATGCTGCGGCCTTC 
C50 AAGCTTCAGTGCGCTTCCCTAGCCCTC 
C60 AAGCTTCATGATGTGACCTCATAAAAGTCAAAAGC 
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Priloga 5: Preglednica z oligonukleotidi, uporabljenimi pri postopku One-step quantitative 
RT-PCR. 
Ime Zaporedje oliga (5'  3') Vir Tarčni gen Opis 
Učinkovitost 
pomnoževanja 
PVY_N605 
CATAGGAGAAACTGAAATGCCAACT 
(Kežar idr., 
2019) 
AJ390300 PVY CP 97 % TGGCGAGGTTCCATTTTCA 
(Kogovšek 
idr., 2008) 
FAM-
TGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATAMRA 
(Kogovšek 
idr., 2008) 
COX 
CGTCGCATTCCAGATTATCCA 
(Weller 
idr., 2000) 
Sotub04g015050.1.1 
 
citokrom 
oksidaza 
96 % 
CAACTACGGATATATAAGRRCCRRAACTG 
FAM-
TGCTTACGCTGGATGGAATGCCCTTAMRA 
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Priloga 6: Preglednica s statistiko krio-EM analize podatkov ter rekonstruiranih modelov PVY in 
VLP. 
  PVY VLP 
Zajem podatkov   
Mikroskop FEI Titan Krios 
Napetost (kV) 300 
Detektor Falcon II 
Velikost piksla (Å) 1,061 
Doza elektronov (e-/Å
2
) 48 
Razpon defokusa (µm) 1,0-2,2   
Rekonstrukcija  
Program EMAN 2.1, RELION 2.0 in 2.1 
Začetno št. segmentov 215123 244988  
Končno št. segmentov 162213 148876 
Začetni model geometrični model valj 
Simetrija  C1 C8 
Simatrija vijačnice   
Vzpon (Å) 3,95 42,65 
Rotacija (°) -40,95 13,24 
Ločljivost gostote (Å) pri FSC = 0.143 3,4 4,1 
B-faktor za ostrenje gostote (Å
2
) -200 -400 
Gradnja modela   
Program Coot 0.8.8  
Poliranje  
Program Phenix 1.13-2998 
Statistika modela  
Št. kopij CP-ja 35 24 
Št. aminokislinskih ostankov/CP 224 (Val
44
 – Met
267
) 176 (Thr
43
 – Ile
218
) 
Št. RNA nukleotidov 175 0 
Ločljivost modela (Å) pri FSC = 0.5 3,6 4,1 
Validacija   
Koeficient korelacije (CC) 0,819 0,775 
MolProbity vrednost 1,93 1,48 
Vrednost kontaktov 8,18 0,37 
RMSD   
Dolžina vezi (Å) 0,008 0,009 
Kot vezi (°) 1,389 1,314 
Ramachandranov diagram (%)  
Ugodni delež 91,89 86,73 
Dovoljen delež 8,11 13,27 
Delež odstopanj 0 0 
Odstopanja rotamerov 0,28 1,95 
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S T R U C T U R A L  B I O L O G Y
Structural basis for the multitasking nature of the 
potato virus Y coat protein
Andreja Kežar1,2, Luka Kavčič1, Martin Polák3, Jiří Nováček3, Ion Gutiérrez-Aguirre4,  
Magda Tušek Žnidarič4, Anna Coll4, Katja Stare4, Kristina Gruden4, Maja Ravnikar4,5, 
David Pahovnik6, Ema Žagar6, Franci Merzel7, Gregor Anderluh1, Marjetka Podobnik1*
Potato virus Y (PVY) is among the most economically important plant pathogens. Using cryoelectron microscopy, 
we determined the near-atomic structure of PVY’s flexuous virions, revealing a previously unknown lumenal in-
terplay between extended carboxyl-terminal regions of the coat protein units and viral RNA. RNA–coat protein 
interactions are crucial for the helical configuration and stability of the virion, as revealed by the unique near-atomic 
structure of RNA-free virus-like particles. The structures offer the first evidence for plasticity of the coat protein’s 
amino- and carboxyl-terminal regions. Together with mutational analysis and in planta experiments, we show 
their crucial role in PVY infectivity and explain the ability of the coat protein to perform multiple biological tasks. 
Moreover, the high modularity of PVY virus-like particles suggests their potential as a new molecular scaffold for 
nanobiotechnological applications.
INTRODUCTION
Potato virus Y (PVY) is ranked as fifth in the top 10 most econom-
ically important plant viruses (1) and is the most important viral 
pathogen of potato worldwide (2). The virus causes potato tuber 
necrotic ringspot disease, which can result in up to 70% yield reduc-
tion, and severely affects other economically important solanaceous 
crops (3, 4). PVY belongs to the genus Potyvirus (family Potyviri-
dae). It exists as a complex of strains that have evolved by accumu-
lation of mutations and recombination, which enables the virus to 
efficiently adapt to new potato cultivars. Plant-to-plant PVY trans-
mission is mainly achieved by aphids, as well as mechanically or 
vegetatively via seed tubers (4). The PVY genome is a 9.7-kb positive- 
sense single-stranded RNA (ssRNA) encoding a polyprotein, which 
is cleaved into 10 mature proteins by virus-specific proteases (5). In 
addition, another essential protein P3N-PIPO is produced from an 
overlapping coding sequence (6). Most of the potyviral proteins are 
multifunctional. Stages of viral infection including virion uncoating, 
translation, replication, suppression of host defenses, movement, 
and virion assembly all involve dynamic interactions between the 
viral proteins, viral genomic RNA, and the hijacked host compo-
nents (5). In the later stages of infection, more than 2000 copies of a 
single potyviral protein, the coat protein (CP), are recruited to form 
a protein capsid around the viral genome, resulting in formation of 
flexuous filaments (i.e., virions). Beside its principal role as a sole 
structural protein in encapsidation of the viral RNA, the potyviral 
CP has also been reported to be involved in transmission by aphids, 
movement, and regulation of viral RNA amplification (5).
Despite extensive availability of data on PVY’s genome and patho-
genicity, there has been no high-resolution structural information for 
this virus. Because of the extreme economic importance of PVY, and 
the urgent need for structural data to better understand mechanisms 
of viral infectivity, we have examined in detail the structure of the 
PVY virion and its CP. Here, we report the high- resolution cryoelec-
tron microscopy (cryo-EM) structures of the PVY virion and a re-
combinant PVY-based RNA-free virus-like particle (VLP). This provides 
a detailed insight into the RNA-supported helical viral capsid architec-
ture featuring an extended C-terminal region of CP, which is tightly 
packed in a unique fashion in the virion lumen. In addition, using 
extensive biochemical, biophysical, and computational characteriza-
tion, as well as structure- based mutagenesis, we identified regions of 
CP that affect VLP filament assembly. Moreover, the biological activi-
ties of the CP’s N- and C-terminal regions for virus infectivity were 
explored by measuring the accumulation of viral RNA and systemic 
movement of selected PVY mutants in planta.
RESULTS
PVY filaments of left-handed helical symmetry contain 
unique lumenal structure
PVY was purified from infected tobacco plants, and its cryo-EM 
structure was determined at 3.4-Å resolution using single-particle–
based helical reconstruction (fig. S1 and table S1). PVY virions with 
the diameter of 130 Å comprise a left-handed helical arrangement 
of CPs assembled around viral ssRNA, with 8.8 CPs per turn 
(Fig. 1A), confirming architectural conservation between genetically 
unrelated poty- and potexviruses (7–9). The polypeptide chain of 
an individual CP unit is well defined in the cryo-EM map from 
Val44 to Met267 (Fig. 1B and fig. S1, G to I).The extended N- and 
C-terminal regions are devoid of secondary structure elements 
(Fig. 1B and fig. S2). In contrast, the globular core subdomain contains 
seven  helices and one -hairpin and closely resembles the corre-
sponding regions in the potyvirus watermelon mosaic virus (WMV) 
[Protein Data Bank (PDB) ID 5ODV; root mean square deviation 
(RMSD) 1.24 Å, 76% identity] and the potexvirus pepino mosaic virus 
(PepMV) (PDB ID 5FN1; RMSD 2.46 Å, 19% identity). Helically 
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arranged cores assemble into a protein layer protecting the viral ssRNA 
from the environment (Fig. 1C). The surface-located N- terminal 
region Val44-Gln77 acts as a clip between neighboring cores, further 
contributing to the capsid’s compactness (Fig. 1, C and D). The poorly 
defined cryo-EM density for residues preceding Val44 was shown 
to be mainly due to the flexibility of this region and only partially 
due to proteolysis (fig. S3, A to C). Degradation of these flexible 
regions may be of biological relevance, as it has been proposed that 
proteolysis occurring in the region between the highly conserved 
N-terminal Asp-Ala-Gly (DAG) motif (fig. S2) and the core could 
help release infectious potyviral particles from aphid stylets during 
viral transmission (10).
We were able to trace the C-terminal region of PVY CP to com-
pleteness. This revealed unique structural features to PVY virions in 
comparison to flexuous virions studied to date (7–9). The C-terminal 
region is completely buried in the lumen of the viral filament and 
interwoven in a distinct helical manner along the longitudinal axis, 
forming a compact cone-shaped structure (Fig. 1, C and E). As op-
posed to the previously postulated location with both potyviral ter-
mini at the surface (11–13), our PVY structure reveals that C-terminal 
regions are completely shielded from the environment, and the only 
region where C termini could be exposed is in the vicinity of the 
RNA 3′ terminus or in damaged virions (fig. S1A).
Virion structure is supported by extensive CP-CP and 
CP-RNA interaction network
In contrast to rigid rod-like virions, which contain wedge-shaped 
-helical CP units devoid of extended structural elements at the 
Fig. 1. Structural features of PVY. (A) Two turns of the PVY filament, surface representation. Colored units: CPn (pink), CPn−1 (blue), and CPn−10 (yellow). (B) Structure of 
PVY CP (N-terminal region, red; core, gray; C-terminal region, blue) showing two ssRNA interaction sites. Bottom: A linear representation of the CP; the colors are as in the 
CP model. The dashed box at the N terminus depicts a structurally disordered part. (C) Side and top views of the PVY filament (three turns of CPs and four turns of ssRNA), 
surface representation; the colors are as in (B). The position of one CP unit (pink) is shown in the filament. (D) Interface between the N-terminal region of CPn unit (pink; 
N-terminal residues are shown as sticks), CPn−1 (blue), CPn−10 (yellow), and CPn−2 (green). (E) Positioning of C-terminal regions (Leu226-Met267; blue) in the filament lumen, 
surrounded by ssRNA, side and top views. The same part of the PVY filament is shown as in (C). One CP unit is shown; the color code is as in (B). In all figures showing ssRNA, 
the nucleotides are presented in green with orange representing the phosphate backbone.
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termini (fig. S4) (14, 15), the virions of flexuous filamentous 
viruses contain extended terminal regions, which have been already 
suggested to contribute to their flexibility (7–9). Our PVY struc-
ture reveals that longer terminal extensions in potyviral CP result in 
an increased PVY CP-CP interaction network, involving 12 neigh-
boring CP units (Fig. 2A) compared to only 8 in potexviruses (fig. 
S4) (8). Thus, the filament packing is more extensive in PVY, 
which explains the higher flexibility observed for potyviruses 
(16, 17). The protein-protein interactions in the PVY virion are 
mainly of electrostatic nature (details in Supplementary text S1 and 
figs. S5 and S6).
Additional stabilization of the PVY virion comes from substan-
tial protein-ssRNA interactions. To date, only one interaction site 
of CP and ssRNA has been reported for flexible filamentous viruses 
(7–9), located in the armpit-shaped groove between the core and the 
C-terminal region of CP, harboring five nucleotides (Fig. 2B). Nucle-
otide NUC4 faces the bottom of the groove, while bases NUC1 to 
NUC3 and NUC5 face the opposite direction, in a similar way to the 
Fig. 2. Protein-protein and protein-RNA interaction networks in PVY. (A) Surface (left) and schematic (right) representation of the CPn unit interacting with neighbor-
ing CP units (yellow). N-terminal CP region, red; CP core, dark gray; extended CP C-terminal region inside the filament, blue dashed line. N- and C-terminal regions in the 
scheme are depicted only for CPn. (B) Left: Electrostatic surface of CPn (red, negative; blue, positive) with two ssRNA interaction sites. Top right: Close-up view showing 
NUC1 to NUC5 nucleotides bound to the conserved site in the CPn core. Bottom right: Nucleotides binding to CPn+9 core also binding to Ser240 in CPn C terminus. 
(C) Conserved residues Ser125, Arg157, and Asp201 in the ssRNA binding site of the core. Electrostatic interactions are shown as dashed lines. For residues shown in sticks, 
protein/ssRNA: carbon, gray/green; oxygen, red; and nitrogen, blue; phosphorus, orange. (D) Nucleotides NUC1 to NUC3 binding to CPn+9 core facing Ser240 of CPn.
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interaction site in WMV (9) and with opposite polarity to those re-
ported for PepMV and bamboo mosaic virus (7, 8). However, the 
architecture of this RNA binding site is conserved between filamen-
tous virions and is lined with polar residues that enable tight inter-
action with ssRNA, including the three main conserved RNA binding 
residues (9), which are Ser125, Arg157, and Asp201 in PVY (Fig. 2C). 
However, our PVY structure reveals that each CP interacts with 
ssRNA twice. This second nonconserved interaction site is between 
Ser240 from the C-terminal region of CPn and nucleotides NUC1 to 
NUC3, which belong to the pentanucleotide bound into the armpit 
groove of CPn+9 (Fig. 2, B and D).
RNA-free VLP structure reveals the importance of RNA for 
the helical symmetry of virions
To determine how viral ssRNA affects PVY virion architecture, we 
prepared the RNA-free VLPs. While the absence of viral ssRNA did 
not substantially affect the diameter of self-assembled VLP fila-
ments, the lengths of VLP filaments varied from 30 nm to 3.5 m 
(fig. S7A), as opposed to the approximately 730-nm-long PVY virions 
(fig. S1A). The cryo-EM structure of PVY-based VLP filaments at 
4.1-Å resolution revealed stacked-ring architecture (fig. S7 and table S1). 
This nonhelical assembly of filamentous flexuous VLPs, as already 
indicated by negative-stain transmission electron microscopy (TEM) 
micrographs (fig. S7A) (18), is unique compared to potexviral 
Alternanthera mosaic virus VLPs, which resemble the helical archi-
tecture of an authentic virus (19). PVY VLPs are assembled from 
octameric CP rings of 125-Å diameter, stacked along the longitudinal 
axis of filaments devoid of nucleic acid. Two neighboring rings are 
42.7 Å apart with a −31.8° twist angle between them (Fig. 3A). The 
cryo-EM density of each CP unit is well defined from Thr43 to Ile218 
(Fig. 3B and fig. S7, G to I). The C-terminal region beyond Ile218 was 
not defined by cryo-EM density, which must be due to the flexibility 
of this region, since most of the CP units were shown to be at full 
length (fig. S3, A to C).
CP-CP interaction network is largely reduced  
in VLP filaments
In contrast to a large number of interconnected CP units in PVY 
virions, only five CPs are interconnected in VLPs (Fig. 3, C and D), 
aside from potential random interactions between the flexible 
C-terminal regions. Similar to authentic virions, the N-terminal re-
gion acts as a clip between neighboring CPs (Supplementary text S2 
and Fig. 3, C to E) combining electrostatic and hydrophobic inter-
actions (fig. S8).
To further evaluate differences in interaction networks, we per-
formed an in silico comparison of the frequency distributions of 
Fig. 3. Structural features of VLP. (A) Surface representation of two rings in a VLP filament with colored units CPn (pink), CPn−1 (blue), and CPi−2 (yellow). (B) Structure 
of VLP CP (N-terminal region, red; core, gray). Bottom: A linear representation of the CP, using the same colors as in the model above. Dashed boxes at N- and C-terminal 
regions depict structurally disordered parts. (C) Side and top views of the VLP filament; the colors are as in (B). Position of one CP unit (pink) is shown in the filament. 
(D) Protein-protein interactions in the VLP filament. Surface (left) and schematic (right) representation of central CPn unit (N-terminal region, red; core, dark gray; C-terminal 
region, blue) interacting with four neighboring CP units (yellow). N- and C-terminal regions in the scheme are shown only for the unit CPn. The dotted lines in N- and 
C-terminal regions indicate disordered parts. (E) Interface between the N-terminal region of the CPn unit (pink) and neighboring units CPn−1 (blue) and CPi−2 (yellow). 
CPn−2 (no interactions with CPn) is shown in green.
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axial vibrations between PVY and VLP filaments (Fig. 4, A and B). 
Results indicate softer and more flexible internal dynamics in the 
VLP relative to the authentic virus, shown by the significant shift of 
the VLP frequency distribution toward lower frequencies (Fig. 4C). 
Moreover, the flexibility of the virion was increased if the CP 
C-terminal region was removed and even more so in the absence 
of both the C-terminal region and ssRNA. This additionally con-
firmed the pivotal role of the ssRNA in the helical architecture of 
PVY virions and revealed the importance of the complex inter-
play between C-terminal regions and ssRNA for stable packing of 
PVY filaments.
CP adopts distinct structural features in PVY virions  
and VLP filaments
While the overall fold of CP units in PVY and VLP is highly con-
served, with RMSD of 0.84 Å for their cores, several notable dif-
ferences can be observed. Structural plasticity of the N-terminal 
region allows different conformations of this region between the 
PVY virion and VLP (Figs. 1D, 3E, and 4D). Furthermore, in the 
absence of RNA in VLPs, the loop of the armpit-like ssRNA binding 
site moves closer to the center of the core, compensating for the loss of 
protein-RNA interactions (Fig. 4, E and F). The loop Arg188-Leu195 
(Fig. 4G), which is important for core-core and ssRNA-CP interactions 
Fig. 4. Impact of the viral RNA on filament stability and structure of CP. (A to C) Molecular dynamics of filaments. Axial displacements of protein unit centers of mass 
for the lowest vibrational modes: (A) VLP ( = 0.0066 THz) and (B) PVY ( = 0.0444 THz), as calculated by PCA (principal components analysis). Each protein unit is repre-
sented by a center of mass of the Val44-Ile218 region. (C) Frequency distributions of protein units’ vibrations along the fibril axis for different structural models: VLP, PVY, 
PVY without the C-terminal region (PVY-Cter), and PVY without C-terminal region and ssRNA (PVY-Cter-RNA). Error bars represent scattering in different time sections of 
the trajectory. (D) Superposition of PVY CP (gray) and VLP CP (pink) on core regions, shown at two angles. (E to G) Structural differences in CP core regions of PVY and VLP; 
the color code is as in (A). (E) The loop between Gly123 and Gly130. (F) Highly conserved residues Ser125, Arg157, and Asp201 involved in PVY ssRNA binding. Electrostatic 
interactions are shown as dashed lines. For clarity, the C-terminal region and ssRNA were removed from the picture. (G) Residues Arg188-Leu195 and 8 helix. The black 
arrow indicates flexibility of Arg188 in VLP in comparison to the fixed Arg188 in PVY CP.
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Fig. 5. Analysis of VLPs formed from deletion CP mutants. (A) Linear schematic representation of purified deletion mutants, based on the structure of VLP CP 
(N-terminal region, red; core, gray; C-terminal region, blue). SDS-PAGE (SDS–polyacrylamide gel electrophoresis) gels were obtained from soluble fractions (S) and pellets 
(P) after bacterial lysis and final purified soluble samples (F) of (B) N-terminal deletion mutants, (C) C-terminal deletion mutants, and (D) double deletion mutants. Negative- 
stain TEM micrographs show the presence or absence of filaments in various samples. The bottom part of (B) shows cryo-EM micrograph of N49 (left), close-up side view 
of four stacked rings of N49 (middle), and two-dimensional (2D) class average of the top view of N49 (right).
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in virions, is adjacent to the empty space between the rings in VLPs. 
Moreover, because of the absence of ssRNA in VLPs, the final 8 
helix in VLPs has only half of the length found in PVY virions, in-
stead continuing into a structurally disordered C terminus (Fig. 4G). 
The intrinsic plasticity of CP thus enables structural adaptation to 
the absence or presence of a binding partner, such as viral RNA. This 
plasticity is most pronounced within extended terminal regions, 
while the conserved fold of the central core allows only small but 
distinct structural changes. Because of a large number of CP units 
present in filaments, the multiplication effect of these structural 
modifications leads to considerable differences in the overall archi-
tectural arrangement between PVY and VLP filaments.
The N-terminal CP region is crucial, while the C-terminal is 
dispensable for VLP assembly
To assess the importance of the CP extended N and C termini in 
VLP filament assembly and stability, we performed systematic mu-
tational analysis by stepwise deletion of N- or C-terminal residues, 
as well as simultaneous deletions at both termini (Supplementary 
texts S3 and S4, Fig. 5, and fig. S3, C to E). As expected from the 
VLP interaction network (Fig. 3E), deletion of 49 N-terminal resi-
dues prevents filament assembly, resulting in the formation of sep-
arated octameric rings, while deletion of 69 N-terminal residues 
results in monomeric CP units (Fig. 5B and fig. S3D). On the other 
hand, deletion of up to 60 C-terminal residues did not affect fila-
ment assembly but rather resulted in the formation of hollow flexuous 
nanotubes (Fig. 5C). Thus, CP deletion mutants revealed the im-
portance of the N-terminal region for inter- and intra-ring connec-
tions in VLP filaments and the dispensability of the C-terminal region 
for VLP filament assembly.
Both extended CP terminal regions are crucial  
for PVY infectivity
To analyze the biological effects of deletions of extended terminal 
regions, we prepared three PVY clones, with CP lacking 50 N- 
terminal resides (N50-CP) and 40 or 60 C-terminal residues (C40-CP 
and C60-CP). Both C-terminal deletion mutants showed extremely 
low accumulation of viral RNA in inoculated tissue of Nicotiana 
clevelandii plants (Fig. 6A and data S1), indicating decreased viral 
RNA replication and/or stability due to restricted interaction with 
the CP. We detected particles resembling VLPs in leaves bombarded 
with either C40-CP or C60-CP (Fig. 6B), showing that C-terminal 
Fig. 6. Functional analysis of PVY CP N- and C-terminal deletions in planta. The effect of deletion mutants N50-CP, C40-CP, and C60-CP was evaluated by bom-
bardment of N. clevelandii with respective PVY clones. (A) Local multiplication in bombarded leaves: Relative concentration of PVY RNA was measured in individual leaves 
7 days postbombardment (dpb). Results are given as the frequency of leaves with detected RNA and as a comparison of viral RNA quantities measured in the bombarded 
leaves. Differences were statistically evaluated using one-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni post hoc analysis. Means not sharing the same letter are sig-
nificantly different (P < 0.05). Error bars represent SE. (B) Local multiplication in bombarded leaves: VLPs were detected by negative-stain TEM of samples from bombarded 
leaves. (C) Long-distance movement: Relative concentration of viral RNA was measured in upper nonbombarded leaves (table; 14 dpb). Only wild-type (WT) PVY caused 
typical disease symptoms in N. clevelandii plants (bottom; 22 dpb). (Photo credit: Ion Gutierrez-Aguirre, National Institute of Biology, Slovenia.)
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CP truncations still allow assembly of CP into filaments, even in the 
absence of RNA accumulation. Viral RNA accumulation with N50-CP 
was notably lower than for wild type but significantly higher than in 
the case of the C-terminal mutants (Fig. 6A and data S1). However, as 
predicted from PVY structure (Fig. 1D), no filamentous structures 
were observed (Fig. 6B). The absence of N-terminal residues allowed 
the replication signal to be observed but most likely hindered if 
not completely abolished viral intercellular movement. While the 
wild-type infectious clone successfully systemically infected plants, 
as evidenced by stunting and rugosity symptoms, neither of the mutants 
was able to systemically infect plants (Fig. 6C and data S1). Thus, 
interaction of the CP C-terminal region with PVY RNA is essen-
tial for establishment of efficient viral replication, while the N terminus 
is involved in assembly and movement of the virus, both being in-
dispensable for successful systemic infection.
DISCUSSION
Results of this study offer a detailed insight into the high-order and 
efficient packing of the PVY filamentous virion, with its capsid built 
of CP units assembled around the viral ssRNA in a helical arrange-
ment. Numerous CP-CP and CP-ssRNA interactions provide flexi-
bility and stability in PVY filaments, resulting in long-term infectivity 
of this economically important virus. Our study now sets out the 
first evidence for the structural plasticity of PVY CP, which may 
explain its capability of involvement in the various stages of infec-
tion. Namely, beyond its role as the protector of the viral genome, 
the potyviral CP is also involved in viral transmission by aphids, 
genome replication, and translation as well as cell-to-cell and long- 
distance movement of the virus (13, 20–23), demonstrating the 
multitasking nature of this protein during all stages of the viral life cycle.
Understanding of the molecular mechanism of the complex in 
planta cycle of potyviruses and, in particular, the virion assembly is 
still very scarce. The origin of assembly in potyviruses was shown to 
be located near the 5′ end of genomic RNA (24) and was recently 
suggested for potyvirus plum pox virus (PPV) to be in its 5′ noncoding 
region (25). For PPV, it was also shown that the multifunctional 
potyviral protein helper component proteinase (HcPro) contributes 
to the assembly of stable viral particles (26) and that other viral and 
host factors are also required for the formation of stable virions 
(25). Besides virion stabilization, HcPro is also involved in polypro-
tein processing, suppression of host antiviral RNA silencing, and 
aphid transmission (5). Another multitasking viral protein, called 
the viral protein genome-linked (VPg), was found directly linked to 
potyviral virions via a covalent bond to the 5′ end of viral RNA, 
thereby playing a major role in viral RNA replication and transla-
tion (5). HcPro was colocalized with VPg in protruding tips on one 
side of a smaller fraction (<10%) of PVY virions, presumably at the 
5′ end. However, these tips could only be observed using atomic 
force microscopy and were not discernible by negative-stain elec-
tron microscopy, probably due to specificity of sample preparation 
(27). Therefore, the structural knowledge of PVY virions contributed 
by our study is an important basis for further studies of these com-
plex interactions between potyviruses and other viral, plant, or aphid 
components at high resolution. Moreover, the structural features 
we discovered open new possibilities for functional studies of dif-
ferent CP regions, which will facilitate design of more efficient plant 
protection strategies. In addition, our study offers the near-atomic in-
sight into potyviral VLPs. In contrast to tight packing of PVY fila-
ments, which leaves only a very narrow 1-nm solvent channel along 
the filament lumen, the inner channel of the engineered VLP fila-
ments can be wider, offering many possibilities for reshaping (fig. S9). 
Hence, the structure of potyviral flexuous VLPs may be exploited as 
a new scaffold for the design and bioengineering of future nanopar-
ticles or nanotubes.
MATERIALS AND METHODS
Purification of PVY
PVY (NTN strain; GenBank accession no. KM396648) from the virus 
collection at the National Institute of Biology (Slovenia) was puri-
fied to homogeneity following the procedure from Rupar et al. (28). 
Briefly, symptomatic leaves from infected tobacco plants (Nicotiana 
tabacum cv Xanthi) were harvested and ground in extraction buffer, 
centrifuged at low speed (4,500g) to remove plant debris, treated 
with the detergent Triton X-100, and further centrifuged at high 
speed (47,900g) to pellet the virus-rich fraction. Virus was then fur-
ther purified by consecutive centrifugations in sucrose and CsCl 
gradients. The purified virus was dialyzed, pelleted, and resuspended 
in 5 mM disodium tetraborate buffer (pH 8.0). The concentration 
of the purified virus suspension calculated spectrophotometrically 
(28) was 3.7 mg/ml with A260/A280 ratio of 1.27, typical for pure 
PVY particles. The homogeneity of the suspension and the integrity 
of virus particles were further confirmed by negative- stain TEM.
Cloning, expression, and purification of VLPs
The gene fragment encoding PVY CP was cloned from a comple-
mentary DNA (cDNA) of PVY-NTN strain (GenBank accession 
no. KM396648) and inserted into the vector pT7-7 (Addgene). The 
vector was used to transform Escherichia coli BL21(DE3) cells, 
which were grown to an optical density at 600 nm of 0.8 to 1.0 in 2× 
YT medium [tryptone (16 g/liter) (BD Biosciences), yeast extract 
(10 g/liter) (BD Biosciences), and NaCl (5 g/liter)] supplemented with 
5 mM MgCl2 and 2 mM CaCl2. Protein expression was induced with 
0.2 mM isopropyl--d-thiogalactopyranoside for 20 hours at 20°C. Cells 
were lysed by sonication in phosphate-buffered saline (PBS) buffer 
[1.8 mM KH2PO4, 10.1 mM Na2HPO4 (pH 7.4), 140 mM NaCl, 
and 2.7 mM KCl], and cell debris was removed by centrifugation. 
The lysate was incubated for 20 min in a mixture of 4% PEG 8000 
(Sigma-Aldrich) and 0.5 M NaCl to precipitate VLPs. The VLP sus-
pension was centrifuged for 20 min at 14,000g, and the pellet was 
resuspended in PBS buffer by gentle overnight shaking. Remaining 
solid material was removed by 20 min of centrifugation at 35,000g. 
The supernatant was loaded on 20 to 60% sucrose density gradient 
and ultracentrifuged at 117,000g for 6 hours in a Beckman 50 Ti rotor. 
All fractions of the gradient were collected and analyzed with SDS–
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) to identify fractions 
containing VLPs. Selected fractions were pooled, dialyzed for 24 hours 
against PBS buffer, and concentrated using Amicon Ultra centrifugal 
filters with a 100,000 molecular weight cutoff (Millipore) to the final 
concentration of 1 to 7 mg/ml. All steps of the purification procedure 
including VLP storage were done at 4°C.
Cloning, expression, and purification of CP mutants
The following CP mutants were cloned and expressed in pET28a 
vector (Addgene): N-terminal deletion mutants (N9, N19, N29, 
N39, N49, N59, and N69), C-terminal deletion mutants (C10, 
C20, C30, C40, C50, and C60), and double deletion mutants 
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(N49C40, N39C60, and N29C40). Sequences were verified by 
nucleotide sequencing (Eurofins Genomics). Since we have shown 
that a hexahistidine (His)–tag at the C terminus of the wild-type CP 
does not affect filament formation (Fig. 5B), mutants N49, N69, 
and N49C40 were prepared with C-terminal His-tags, followed by 
a tobacco etch virus (TEV) protease cleavage site to simplify purifi-
cation in the absence of filaments. All CP mutant proteins were ex-
pressed in BL21(DE3) cells under the same conditions as described 
for VLPs. After expression, cells were lysed using an EmulsiFlex-C5 
high-pressure homogenizer (Avestin) in PBS buffer (pH 7.4) con-
taining 5% glycerol because sonication in some cases resulted in 
insoluble proteins. The presence of filaments in lysates was monitored 
by negative-stain TEM. CP mutant proteins C40 and C60 were 
further purified following the VLP purification procedure described 
above. His-tagged mutant proteins (N49, N69, and N49C40) 
were purified on Ni–NTA (nitrilotriacetic acid) columns (Qiagen), 
and bound proteins were eluted with PBS buffer (pH 7.4) containing 
5% glycerol and 300 mM imidazole. Eluted samples were dia-
lyzed against PBS buffer (pH 7.4) containing 5% glycerol. For fur-
ther purification, N49 and N69 were dialyzed in the presence of 
TEV protease to cleave the His-tag. N49 and N69 mutants were 
subjected to a second Ni-NTA chromatography with the cleaved 
protein eluting in the unbound fraction. N49 and N69 from un-
bound fractions or N49C40 with intact C-terminal His-tag after 
dialysis was further purified by size exclusion chromatography 
using Superdex 200 10/300 GL (24 ml) or Superdex 200 16/60 PG 
(120 ml) columns (GE Healthcare). The running buffer for N49 was 
15 mM tris-HCl, 130 mM NaCl, and 5% glycerol (pH 7.4), whereas 
the running buffer for N69 and N49C40 was PBS and 5% glycer-
ol (pH 7.4). After chromatography, fractions containing pure proteins 
were pooled and concentrated in Amicon Ultra centrifugal filters 
(10,000 or 30,000 molecular weight cutoff) (Millipore). The final 
solutions of N69, C40, and C60 with their respective concen-
trations of 0.9, 0.7 to 0.8, and 0.8 to 1.0 mg/ml were stored at 4°C. N49 
and N49C40 were concentrated to 10 mg/ml and stored at −80°C.
Negative-stain TEM
Suspensions of viruses and VLPs were applied on Formvar- and 
carbon-coated copper grids for 5 min and stained with 1% (w/v) 
uranyl acetate (SPI Supplies, USA). Grids were examined with Philips 
CM100 TEM (FEI) operating at 80 kV and equipped with a ORIUS 
SC200 camera (Gatan Inc.).
Cryo-EM sample preparation and data acquisition
PVY (3.7 mg/ml) and VLP (6.7 mg/ml) samples were diluted 1:3 
in 5 mM sodium tetraborate buffer (pH 8.0) and PBS buffer 
(pH 7.4), respectively, and 4 l was applied to Quantifoil R2/1 holey 
carbon grids followed by vitrification in Vitrobot Mark IV (FEI, 
Eindhoven). Both datasets were collected on Titan Krios TEM 
(FEI, Eindhoven) operated at 300 kV and equipped with a Fal-
con2 (FEI, Eindhoven) direct electron detector with the defocus 
range between −2.2 and −1.0 m. Micrographs were collected with 
a pixel size of 1.061 Å per pixel, and 16 frames were collected within 
1-s exposure giving a total dose of 48 e−/Å2. Frames were aligned 
using MotionCor2 (29) to minimize the effect of beam- induced 
motion, and the parameters of the contrast transfer function (CTF) 
of the micrographs were estimated using Gctf program (30).
Deletion mutant N49 (16 mg/ml) was diluted in PBS buffer 
(pH 7.4) and applied to Quantifoil R2/1 holey carbon grids, followed 
by vitrification in Vitrobot Mark IV (FEI, Eindhoven). The dataset 
was collected using Tecnai F20 (FEI, Eindhoven) operated at 200 kV 
and equipped with a 4k charge-coupled device detector FEI Eagle. 
Micrographs were collected with a pixel size of 1.79 Å and total dose 
of 30 e−/Å2. Frames were aligned using MotionCor2 (29), and CTF 
parameters were estimated using Gctf program (30).
Cryo-EM image processing
PVY image processing
A total number of 726 micrographs of the PVY sample were collected, 
and 235 micrographs were subsequently selected for determination 
of PVY CP structure. Straight segments of the filaments were man-
ually picked using e2helixboxer.py in the EMAN2.1 package (31). 
The subsequent steps of the data analysis workflow were performed 
in the RELION2.1 package (32). The data analysis comprised the 
following steps: A subset of 215,123 segments of PVY was extracted 
from the micrographs (boxes of 360 pixels × 360 pixels). Two rounds 
of reference-free two-dimensional (2D) classification with 25 itera-
tions were performed, and only class averages showing high-resolution 
structural features were selected after each round. Initial estimate of 
the helical parameters was obtained from indexing the power spectra 
(fig. S1D). The helical parameters were found to be very similar to 
those of PepMV (7). The helical_toolbox program (RELION2.1) was 
then used to generate the initial geometrical model of the one-start 
left-handed helix with rise of 4 Å and twist of 40°. The 3D classifica-
tion using 162,213 segments revealed minimal structural variability 
at 4 Å resolution. Therefore, all these segments were used for the 
final 3D refinement of the model, with a local search of helical pa-
rameters, which yielded values of −40.95° for helical twist and 3.95 
Å for helical rise. The reconstructed 3D map of PVY was sharpened 
using the relion_postprocess program (RELION2.1), and helical 
symmetry was imposed using the relion_helix_toolbox program 
(RELION2.1). The overall resolution of 3.4 Å was determined on 
the basis of gold-standard fourier shell correlation (FSC) at 0.143 
criterion (fig. S1F) (33). Local resolution was calculated using MonoRes 
(34), and cryo-EM densities were visualized in UCSF Chimera (35).
VLP image processing
A total number of 5344 micrographs of the VLP sample were col-
lected, and 3759 micrographs were subsequently used for data anal-
ysis. Straight segments of VLP filaments were manually picked 
from the micrographs using e2helixboxer.py in the EMAN2.1 pack-
age (31). Subsequently, helical reconstruction based on single-particle 
analysis was achieved using the RELION2.0 and RELION2.1 pack-
ages (32). A subset of 244,988 segments of VLPs was extracted from 
the micrographs (boxes of 360 pixels × 360 pixels). Two rounds of 
reference-free 2D classification with 25 iterations were performed, 
and only class averages showing high-resolution structural features 
were selected after each round.
Additional analysis of the micrographs revealed the population 
of circular particles corresponding to the orthogonal projections 
(top views) of the single VLP ring. Reference-free 2D classification 
revealed the presence of eightfold symmetry within the ring. There-
fore, C8 symmetry was imposed during subsequent steps of struc-
ture refinement. A featureless cylinder was used as the initial 3D 
model for 3D refinement. No particles were removed on the basis of 
3D classification; therefore, 148,876 segments of VLPs were used in 
3D autorefinement with an applied mask with a diameter of 184 Å. 
A local search of helical parameters during 3D autorefinement 
yielded values of 13.24° for helical twist and 42.65 Å for helical rise. 
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The reconstructed 3D map of VLP was sharpened using the relion_
postprocess program (RELION2.1), and helical symmetry was im-
posed using the relion_helix_toolbox program (RELION2.1). Over-
all, resolution of 4.1 Å was determined on the basis of gold-standard 
FSC at 0.143 criterion (fig. S7F) (33). The local resolutions were 
calculated using MonoRes (34), and cryo-EM densities were visual-
ized in UCSF Chimera (35).
N49 deletion mutant image processing
A total of 23 micrographs of N49 deletion mutant were collected 
to obtain 2D class averages of the oligomer. In total, 2132 particles 
were extracted using e2boxer.py in EMAN2.1 package (31). After 
reference-free 2D classification with 25 iterations and three classes 
in RELION2.1 (36), the best 2D class image with 1907 particles in-
dicated octameric ring assembly of the N49 CPs.
Model building
PVY model building
A 3D model of PVY CP for virion model building was obtained by 
homology modeling in Phyre2 (37). To facilitate model reconstruc-
tion in the cryo-EM density, a smaller segment representing ap-
proximately one CP unit was extracted from the whole cryo-EM 
map using the Bsoft package (38). The predicted 3D model was 
used to create a mask for extraction of specific segments, one or 
more CP units in size. Well-defined density in the core region of the 
CP allowed a separate fit of four main helices from the predicted 3D 
model using UCSF Chimera (35). The rest of the CP was built de 
novo in Coot (39) after converting cryo-EM maps into .mtz files 
with mrc2mtz.sh script from CCP-EM software suite (40). The den-
sity of the first 43 amino acid residues on the N terminus was not 
detected; therefore, the model was reconstructed from the amino 
acid residue Val44 onward. On the other hand, the density of the 
map at C terminus was well defined, which allowed us to build the 
C terminus to the final Met267. After the CP model was fitted into a 
cryo-EM density map, an obvious density corresponding to viral 
ssRNA was observed. The density of each nucleotide position was 
well defined; however, because of helical averaging, all residues 
were assigned the uracil base. De novo building of RNA in Coot was 
performed by inserting a segment of 10 ideal uracils into the empty 
density of the armpit-like groove of CPn. Namely, each PVY CP 
harbors five nucleotides; therefore, we started model building with 
five nucleotides of CPn. Additional nucleotides were placed on both 
sides to ensure correct fitting and refinement of the central region. 
The model of the virus (CPn with 10 uracils, surrounded by neigh-
boring copies of CP) was subjected to several iterative cycles of 
manual refinement using Coot and real-space refinement with sec-
ondary structure and geometry restraints in Phenix package (41). 
MolProbity (42) was used for validation of individual models after 
each cycle. Refinement was always carried out on one CP, surrounded 
by at least 12 neighboring CP copies and an ssRNA molecule to 
mimic all intermolecular interactions and prevent clashes between 
subunits. When good fitting and geometry of the RNA segment 
containing 10 uracils was obtained, central 5 uracils from the RNA 
model were extracted and copied to all 35 copies of CP in the final 
model of the virus. Segments of five uracils were merged together to 
form one single ssRNA molecule.
VLP model building
The reconstructed 3D model of the PVY CP unit was fitted into 
cryo-EM density map of VLP. The density of the same length of the 
N-terminal region as in the virus was defined, but it had a different 
way of binding the neighboring subunit. Therefore, this part (Thr43-
Tyr73) was rebuilt de novo, while there was no density for residues 
preceding Thr43. Because of the missing density for the C-terminal 
region, it was not possible to build this part of the polypeptide 
chain; therefore, the model of VLP CP ends with the residue Ile218. 
Several iterative cycles of manual refinement in Coot and real-space 
refinement in Phenix were carried out on CPn surrounded by at 
least eight copies of neighboring CPs, and the model was validated 
in MolProbity each cycle.
Final 3D models were visualized and analyzed in PyMOL (43). 
The surface electrostatic potential of the CP of virus and VLP was 
calculated using PDB2PQR code (44) and APBS approach (45) us-
ing default settings. Cutoff of −5 kTe−1 was used for negative poten-
tial and +5 kTe−1 for positive potential.
N-terminal Edman sequencing
PVY and VLP samples were analyzed under reducing conditions 
with SDS-PAGE using NuPAGE 4 to 12% bis-tris protein gel (Invi-
trogen). Wet electroblotting was carried out to transfer proteins 
from the gel to the polyvinylidene difluoride membrane. The trans-
fer sandwich (filter paper–gel–membrane–filter paper) was placed 
into the transfer box (XCell SureLock, Invitrogen) at constant volt-
age of 30 V at 5°C for 60 min in NuPAGE transfer buffer with 10% 
methanol. After the transfer, the membrane was washed for 5 min 
in 50% methanol; then stained for 1 min in 0.1% Coomassie Blue 
R-250, 50% methanol, and 5% acetic acid; and then destained in 
50% methanol until bands were visible. The membrane was left to air 
dry, and the protein bands were cut out and submitted for N-terminal 
Edman sequencing on Procise protein sequencing system 492A (PE 
Applied Biosystems at Jožef Stefan Institute, Ljubljana, Slovenia). 
Edman chemistry using pulsed-liquid blot was performed for 
preparation of phenylthiohydantoin amino acid derivatives. Analysis 
of the derivatives was performed on high-performance liquid chro-
matography (HPLC) system 140C (PE Applied Biosystems) using 
RP C18 column Spheri-5 (5 m, 220 mm by 2.1 mm) (Brownlee).
Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry
Measurements were carried out on a Bruker UltrafleXtreme MALDI- 
TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). 
First, the buffer and salt components from the samples of PVY virus 
and VLP constructs were exchanged with pure water, and samples 
were concentrated to 1.5 to 3.0 mg/ml with centrifugation through 
10-kDa cutoff membranes. Samples were then mixed with saturated 
solution of sinapinic acid in a mixture of acetonitrile and 0.1% tri-
fluoroacetic acid (1:1, v/v) in a 1:1 (v/v). One microliter of this 
solution was spotted on the target plate (dried-droplet method). 
The linear positive ion mode was used to acquire the mass spectra 
of the samples. The calibration was done externally using protein 
calibration standards I and II (Bruker Daltonics). Sample prepara-
tion procedure for the standards was the same as that for other samples. 
The standards were spotted on the nearest neighboring positions.
Size-exclusion chromatography coupled to a  
multidetection system
Separation of samples by size-exclusion chromatography was carried 
out in PBS buffer solution (pH 7.4) using an Agilent 1260 HPLC 
chromatograph (Agilent Technologies, USA) and Superdex 200 10/300 GL 
(24 ml) analytical column (GE Healthcare). For detection, successively 
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online connected detectors were used: diode array detector Infini-
ty 1260 detector operating at 280 nm (Agilent Technologies, USA), 
multiangle light scattering (MALS with 18 angles) photometer 
with GaAs linearly polarized laser (0 = 661 nm; DAWN HELEOS II), 
and Optilab rEX interferometric refractometer operating at the same 
wavelength as the photometer (both instruments from Wyatt Tech-
nology Corp., USA). The nominal eluent (PBS buffer) flow rate was 
0.5 ml/min.
Circular dichroism spectroscopy
Far ultraviolet circular dichroism spectra of PVY-derived VLPs and 
mutant CPs (all samples at 0.2 mg/ml) in 10 mM phosphate buffer 
(pH 7.4) were recorded on a Chirascan spectrometer (Applied Photo-
physics) in a 0.1-cm path length quartz cuvette at 20°C. Spectra 
were measured in a 200- to 250-nm wavelength range with a step 
size of 0.5 nm and integration time of 0.5 s. Each spectrum was the 
average of 10 scans. All spectra were processed, baseline-corrected, 
averaged, smoothed, and converted with the Chirascan software. 
Spectral units were expressed as the mean molar ellipticity per residue.
Atomistic modeling, molecular dynamics simulations, and 
principal components analysis
On the basis of structural information, four atomistic models were 
prepared: one of VLP (24 protein units, residues Val44-Ile218) and 
three variants of the PVY virion composed as well of 24 protein 
units: (i) full protein unit, residues Val44-Met267 including ssRNA; 
(ii) C-terminal truncated protein unit, residues Val44-Ile218 includ-
ing ssRNA; and (iii) C-terminal truncated protein unit, Val44-Ile218, 
without ssRNA. These systems were made periodic in one dimen-
sion along the longitudinal axis by implementing skew-symmetry 
operations of the unit cell: translation by 94.9 Å (24 × ~3.95 Å) in 
PVY and by 127.9 Å (3 × 42.65 Å) in VLP, followed by rotation by 
86.6° in PVY and by 39.7° in VLP, respectively. In case of the ssRNA 
molecule, a proper chemical bond was introduced between the ter-
minal phosphate groups of the unit cell and its image, translated 
along the filament axis to assure the 1D periodicity of the system. 
Molecular assemblies were hydrated by immersing them in cylin-
ders of explicit water with a padding distance of 10 Å from the pro-
tein surface. The proper amount of sodium counterions was added 
to the solvent to neutralize each system (192 Na2+ ions for PVY, 
144 Na2+ ions for truncated PVY, 24 Na2+ ions for truncated PVY without 
RNA, and 48 Na2+ ions for VLP). Solvent molecules were not allowed 
to exit the cylinder of 81-Å radius with the axis aligning the fibril 
axis of the system during the simulation to provide the padding 
of the bulk solvent around the fibril. We applied a cylindrical tube 
constraint of the force constant 50 kcal mol−1 Å−2.
Molecular dynamics (MD) simulations were run using the CHARMM 
program (46) with a time step of 2 fs and CHARMM36 force field 
(47). The transferable intermolecular potential with 3 points (TIP3P) 
water model was used. All systems, each composed of approximately 
200,000 atoms, were first minimized using the steepest descent 
method for 500 steps followed by 1000 steps of the adaptive Newton- 
Raphson method (46) and then heated and equilibrated at 300 K for 
5 ns. The system temperature was maintained constant by using 
velocity rescale for temperature coupling. Nonbonded interactions 
were cut at 14 Å. Trajectories of 30 ns were generated for each system 
in production runs with the saving frequency of 1 ps.
It has been shown that normal modes or principal modes pro-
vide a suitable basis for representing domain motions in biological 
macromolecules (48), while comparison of the frequency distribu-
tions of these modes between different systems can be used effi-
ciently to describe elastic properties of the systems (49). For example, 
the propensity of a filament for stretching and bending deformation 
should be associated with an increased population of vibrational 
modes displaying motion along the filament axis at lower frequen-
cies, as the lower frequency vibrations correspond to the weaker 
force constants. Here, we performed principal components analysis 
(PCA) (50) of molecular dynamics production trajectories by using 
in-house computer programs (49). We focused on dynamical fluc-
tuations of protein building unit centers of mass represented as 
beads, which are quantified in terms of effective force constants 
within the framework of PCA. The results of the PCA are frequencies and 
displacements of beads for each individual dynamical/vibrational 
mode that the system undergoes. The lowest vibrational modes with 
projected displacements along the filament axis are shown in 
Fig. 4 (A and B).
In planta functional analysis of PVY CP N- and C-terminal 
deletion mutants
The PVY cDNA clone PVY-N605(123) (51) was used for construc-
tion of PVY clones with mutant CP. This PVY clone was chosen as, 
among the few available clones, it is similar to PVY-NTN and it is 
easy to manipulate (52).
Deletion of 50 amino acid residues at the N terminus (N50-CP) 
and deletions of 40 or 60 residues at the C terminus (C40-CP and 
C60-CP, respectively) of the CP protein were introduced into the 
plasmid using in vitro site-directed mutagenesis (QuikChange II 
XL Site-Directed Mutagenesis Kit, Agilent Technologies) according 
to the manufacturer’s instructions with the following modifications: 
The plasmid was amplified in 25-l polymerase chain reaction (PCR) 
reaction using a touch-down cycling program with annealing tem-
perature from 65° to 55°C for 10 cycles followed by 8 cycles with 
constant annealing temperature of 55°C and an elongation step of 
28 min. Dpn I (Agilent Technologies) digestion was performed by 
adding 40 U of enzyme to each amplification reaction and incubating 
it at 37°C for 2 hours. Afterward, 2 l of the digested DNA was used 
to transform XL10-Gold Ultracompetent Cells (Agilent Technologies). 
The plasmids were isolated with a Monarch plasmid miniprep kit 
(New England BioLabs), and mutations were confirmed by automated 
Sanger sequencing (Eurofins Scientific).
The wild-type PVY clone and the three CP mutant clones (N50-CP, 
C40-CP, and C60-CP) were used to infect N. clevelandii at the 6 
to 10 leaf stage. For each construct, seven plants (five leaves per 
plant) were inoculated by biolistic bombardment using Helios Gen 
Gun system (Bio-Rad), as previously described (53). Bombardment 
with a yellow fluorescent protein–expressing plasmid that lacked 
any PVY-related sequence served as negative bombardment control 
to assess for any background signal due to PVY carry over during 
the bombardment procedure.
At 7 days postbombardment (dpb), samples of three inoculated 
leaves per plant were collected. Following the same procedure, three 
upper nonbombarded leaves were sampled at 14 dpb. TEM grids 
were prepared with sections of lower leaves for each treatment, at 
7 dpb. The experiment was repeated twice for all three CP mutant 
clones. The homogenization, RNA isolation, deoxyribonuclease 
treatment and quality control of RNA were performed, as described 
(54). A one-step reverse transcription PCR (RT-PCR) kit (Qiagen) 
was used according to the manufacturer’s protocol to confirm that 
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introduced mutations were maintained in the viral progeny. Relative 
PVY RNA concentration was analyzed by single-step quantitative RT-
PCR (RT-qPCR; AgPath-ID One-Step RT-PCR, Thermo Fisher 
Scientific), and primers are shown in table S2. The cytochrome oxi-
dase transcript was used as the endogenous control. All samples 
with Cq values above the background (Cq = 32) were considered 
negative. To check for the contribution of plasmid-derived signal to 
the concentration of PVY RNA, all samples were analyzed using the 
same assay and kit but omitting the RT step by preheating up the 
master mix (5 min, 95°C). The quantGenius software (55) was used 
for relative quantification of PVY RNA using the standard curve. The 
copy numbers calculated from qPCR without RT (presence of plas-
mid DNA in the sample) were subtracted from copy numbers cal-
culated from RT-qPCR. One-way analysis of variance (ANOVA) 
with Bonferroni post hoc analysis was performed to statistically 
evaluate differences in virus accumulation between the PVY clones 
(data S1).
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